





Eine Vorrichtung zur Dialyse von leicht oxydablen 
kolloid-dispersen Systemen. 


Vor 
A. Gutbier ¢ und Berta Ottenstein. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Jena.) 
(Eingegangen am 16. August 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die bei der Dialyse von leicht durch Luft zersetzlichen, haupt- 
sichlich von leicht oxydablen kolloiden Lésungen vielfach auftretenden 
und mitunter recht groBen, immer lastigen Schwierigkeiten lassen sich, 
wie vor einiger Zeit gezeigt worden ist), in zahlreichen Fallen erfolgreich 
dadurch beheben, daB man die Reinigung derartiger empfindlicher 
Systeme unter fliissigem Paraffin oder einem sonst geeigneten reinen 
Ol — auch, nach dem Vorschlag von S. M. Horsch®), unter Vaseline — 
vornimmt und sich hierzu der in unserem Laboratorium gebrauchlichen 
»geschlossenen Dialysatoren‘‘*) oder, wenn es sich um die Verarbeitung 
geringerer Fliissigkeitsmengen handelt, der Dialysiermembranen der 
Firma Schleicher d& Schiill bedient. Dabei muB nicht allein das sogleich 
| nach seiner Herstellung in den Dialysator gebrachte Material, sondern 
auch immer, also jedesmal bei der Erneuerung, das luftfreie AuBen- 
wasser mit der schiitzenden Schicht bedeckt werden, von der nach 
Beendigung der Dialyse die gereinigte Fliissigkeit fiir weitere Versuche 
leicht durch Ablassen im Scheidetrichter getrennt werden kann. 

Man war mit einer solchen Versuchsanordnung in praparativer 
Hinsicht schon ein gut Stiick vorwarts gekommen. Im Verlauf neuerer 


1) A. Gutbier, Zeitschr. f. arorg. u. allgem. Chem. 146, 411, 1925. 
*) Bull. soc. chim. (4) 27, 778, 1920; vgl. A. Gutbier, Zeitschr. f. anorg. 
u. allgem. Chem. 151, 154, 1926. 
8) A. Gutbier und A. Mayer, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 121, 
215, 1922. 
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250 A. Gutbier f u. B. Ottenstein: 


Untersuchungen aber haben wir feststellen miissen, daB einige ganz 
besonders empfindliche kolloide Lésungen, die wir im medizinischen 
Interesse bereitet haben, Schutzmittel der genannten oder einer jhr 
ahnlichen Art durchaus nicht vertragen. Durch diese Erkenntnis und 
durch die Notwendigkeit, Dialysen derartiger labiler Systeme doch 
durchfiihren zu miissen, sind wir veranlaBt worden, eine Vorrichtung 
zu schaffen, iiber die wir an Hand der schematischen Abb. 1 mit wenigen 
Worten berichten wollen. 


po 





Eine unseren Zwecken entsprechende Apparatur muB nicht allein 
die Erneuerung des Aufenwassers, sondern auch die Eninahme von 
Proben der Innenfliissigkeit «Cer des gesamten Dialysatorinhalis gestatten, 
ohne daB die Systeme irgendwie mit Luft in Beriihrung kommen. Infolge- 
dessen haben wir die folgenden Anordnungen getroffen. 


Wir benutzen unsere ,,offenen Dialysatoren“?) und stellen die mit 
den frisch bereiteten Praparaten beschickten Apparate in geeigneter 
Zahl und in der durch das weiter unten beschriebene Réhrensystem 
bedingten Anordnung auf eine Glasplatte unter eine geraumige und 
méglichst weit tubulierte Glocke, in der dann die Luft alsbald durch 
ein indifferentes Gas, zweckmiaBig durch reinen Stickstoff, ersetzt wird. 
Platte und Glocke sind so sorgfaltig aufeinander geschliffen, dai cin 
Hauch von Fett geniigt, um dichten Verschlu8 zu sichern. 


1) A. Gutbier und A. Mayer, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. !”!, 


215, 1922. 
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Der Tubus der Glasglocke ist ausgefiillt durch einen Gummistopfen 
mit vier Bohrungen. Von diesen nimmt eine das bis zur Platte hinunter- 
reichende, mit einem Hahn versehene Gaseinleitungsrohr auf. In den 
drei anderen Bohrungen finden sich kurze, unmittelbar unter dem 
Stopfen abgerundete Glasréhren, deren eine, gebogen und wiederum 
durch einen Hahn abschlieBbar, fiir die Ableitung des verdringten 
Gases durch ein mit Wasser gefiilltes, gleichzeitig mit als Blasenzahler 
dienendes GefiB sorgt und auch mittels der aus der Abbildung er- 
sichtlichen Schlauch- und Glasverbindung AnschluB an eine Gasbiirette 
fir analytische Zwecke unmittelbar erméglicht. Die beiden letzten 
Rohrstutzen, auBerhalb der Glocke je mit einem kurzen Stiick Gummi- 
schlauch tiberzogen, sind Fiihrungen fiir zwei, unten entsprechend 
gebogene und oben in Schliffe endigende Glasréhren, die beide in den 
Fihrungen drehbar sein miissen und durch die Schliffe mit den Neben- 
apparaten in Verbindung stehen. 


Die eine Réhre erméglicht die Erneuerung des AuBenwassers in 
den Dialysatoren unter Ausschlu8 von Luft und ist so geformt, daB sie 
in der durch die Versuche gegebenen beliebigen Reihenfolge in den 
Zwischenraum zwischen Pergamentpapiersack und Wandung aller der 
unter der Glocke in geeigneter Weise ausgestellten Glaser glatt cin- 
gefiihrt werden kann. Sie ist durch den Schliff und ein Rohr, das eine 
als Heber dienende, durch einen Hahn verschlieBbare und mit einem 
langeren Gummischlauch versehene Abzweigung trigt, mit einer 
Druckflasche und durch diese mit einem entsprechend hoch gestellten 
Wasserbehalter verbunden. Ebenso wie die Druckflasche vor Beginn 
des Versuchs vollstandig mit dem indifferenten Gas gefiillt wird, steht 
das ausgekochte und unter LuftabschluB erkaltete Wassers in dem 
gréBeren Behalter unter dem gleichen Gas ; dieser Teil unserer Apparatur 
ist, weil allgemein bekannt und fiir ahnliche Zwecke gebriuchlich, in 
der Abbildung nicht mitgezeichnet worden. 


Die zweite Réhre endlich dient zur Entnahme von Proben der 
Innenfliissigkeiten oder auch zur Uberfiihrung des gesamten Inhalts 
der Dialysatoren unter Luftabschlu8 durch das eingeschliffene Rohr 
in GlasgefaBe, die an das Hahnstiick ¢ angeschliffen sind. Auch sie hat 
eine besondere Form erhalten, so daB sie ohne Schwierigkeit und in 
beliebiger Reihenfolge durch den Ring eines jeden unter der Glocke 
befindlichen Pergamentpapiersacks in die Innenfliissigkeiten eingetaucht 
werden kann. 


Die Erneuerung des AuBenwassers erfolgt so, daB die hierfiir in 
Betracht kommende Glasréhre in die aus der Abbildung ersichtliche 
Stellung gebracht und, wihrend Stickstoff langsam durch die Apparatur 
stromt, bei geschlossenen Hihnen a und ¢ der Hahn 6 geéffnet wird. 
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Der Heber bewirkt Entleerung des AuBengefiiBes. Man schlieBt Hahn } 
in dem Augenblick, in dem ihn die letzten Tropfen der Fliissigkeit 
durchlaufen, éffnet den Hahn des gréBeren Wasserbehalters und Halhin a 
und 1laBt die nétige Menge von reinem Wasser ein. 

Zur Entnahme von Proben der Innenjliissigkeiten oder des Gesam(. 
inhalts der Dialysatoren wird die dafiir in Betracht kommende zweite 
Glasréhre in die aus der Abbildung ersichtliche Stellung gebracht und 
das bei ¢ angeschliffene Gefa8 durch d mit Hilfe einer Wasserstrah). 
luftpumpe leicht evakuiert. Dann wird, wéihrend wiederum Sticksto/j 
langsam die Apparatur durchstrémt, bei geschlossenen Hahnen a und } 
der Hahn c so lange geéffnet, bis die gewiinschte Menge der Fliissigkeit 
iibergegangen ist. 
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Uber die Wechselwirkung der Na-, K’- und Ca*-lonen in ihrem 
Einflu6 auf das Gewicht der Tiere bei kiinstlicher Ernihrung. 


Von 
L. Redina. 


(Aus dem Institut fiir Ernahrungsphysiologie des Volksgesundheitse 
kommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1926.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Es ist eine lang bekannte Tatsache, daB die Mineralsalze zu den 
unentbehrlichen Bestandteilen der Nahrung gehéren; bis jetzt wurde 


jedoch noch nicht ermittelt, wie groB das wirkliche Salzbediirfnis des 
Organismus ist. Der Salzgehalt der Nahrung kann innerhalb sehr weiter 
Grenzen schwanken ; Tiere, die sich manchma] mit geringen Quantitaten 
irgend eines Salzes begniigen, bediirfen in anderen Fallen sehr groBer 


Mengen desselben. 


Gegen Ende des vorigen Jahrhunderts vertrat Bunge (1) die Ansicht, 
das Kochsalzbediirfnis des Tieres sei von dem Gehalt der Kost an Kali- 
salzen abhangig. 

Die Lehre vom Ionenantagon‘smus gibt uns die Méglichkeit, die Frage 
nach der Bedeutung der Nahrsalze von einem neuen Gesichtspunkt aus zu 
untersuchen. Durch die Arbeiten von Loeb, Ostwald, Neuschlosz und vielen 
anderen wurde erwiesen, daB bei einer groBen Anzah!] biologischer Er- 
scheinungen das Verhaltnis der antagonistischen Ionen eine gréBere Be- 
leutung besitzt, als deren absolute Konzentration. Die weiteren Unter- 
suchungen waren darauf gerichtet, den Zusammenharg des TIonengleich- 
gewichts mit den physiologischen Grundprozessen, z. B. der Herzkontraktion, 
der Nervenerregung usw. aufzudecken. Die Arbeiten von Bunge, Hdndel (2 
Tsukamoto (3), Asada (4), Tadenuma (5) von der Notwendigkeit der Zell- 
salze in der Kochsalz enthaltenden Kost fiir die Erhaltung des Kérper- 
gewichts und des Stickstoff- und Gaswechsels geben uns Grund zu der 
Annahme, da8 die in der Nahrung enthaltenen Mengen verschiedener Ionen 
gleichfalls in einem bestimmten Verhiltnis zueinander stehen miissen. 


Die vorliegende Arbeit gilt dem Studium dieser Frage, und zwar 
in bezug auf drei Kationen: Na’, K’ und Ca”. 
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Methodik, 


Die Notwendigkeit, die Experimente gleichzeitig an einer groBen Za) 
von Tieren anzustellen, schloB die Méglichkeit der Untersuchung des Stoff. 
wechsels und der Blutzusammensetzung aus; den Zustand der Tiere konnten 
wir nur auf Grund ihres Gewichts und ihrer Lebensdauer beurteilen. Die 
Versuche wurden an weiBen Mausen, erwachsenen Mannchen von 20 bis 30 ¢ 
Gewicht, angestellt. Um den Einflu8 aduBerer Faktoren, z. B. der Tem. 
peraturschwankungen, der verschiedenen Zusammensetzung der Milch usw., 
auszuschlieBen, wurden in siémtlichen Fallen nur die Ergebnisse der paralle! 
ausgofiihrten Versuchsreihen miteinander verglichen. Als Nahrung diente 
Casein, das aus der Milch zusammen mit dem Fett mittels Essigsaure aus. 
gefallt und durch Dekantieren bis zur neutralen Reaktion ausgewaschen 
wurde; das derart (nach Lunin) praparierte Casein enthielt nur Spuren 
von Asche. Dieses Casein wurde den Mausen in feuchtem Zustande verab. 
reicht und von ihnen gern gefressen. Infolge seiner feuchten Beschaffenheit 
wurde nur wenig davon im Kiifig verstreut, wodurch sich die tagliche Be. 
rechnung des verbrauchten Futters sehr erleichterte. Der Einflu8 ver- 
schiedener Feuchtigkeitsgrade des Futters an verschiedenen Tagen wurde 
dadurch ausgeschlossen, daB simtliche Mause jeden Tag das Futter aus 
dem gleichen Gemisch erhielten. Zum Trinken wurde destilliertes Wasser 
verabreicht. Bei einer derartigen Ernaihrung begannen die Mause nach 
Verlauf von 28 bis 30 Tagen sehr schnell an Gewicht abzunehmen, um 
darauf in kurzer Zeit zugrunde zu gehen. Die Versuche mit den ver. 
schiedenen Salzgaben muBten infolgedessen so angestellt werden, daB die 
Resultate nicht spaéter als nach 23 Tagen scharf zu erkennen waren. Aus 
den gleichen Griinden war es nicht médglich, die Wirkung der Salze in 
kleinen Dosen, d.h. wihrend einer lingeren Zeitperiode zu ermitteln. 
Erhielten die Tiere groBe Mengen Salzgemisch (0,13, 0,25 und 0,38 ¢ pro 
Tag), so war gewohnlich schon nach 14 Tagen ein ziemlich deutlicher Unter- 
schied im Verlauf der Gewichtskurven zu bemerken. Die Salze wurden 
stets als Chloride verabreicht; da die Gesamtmenge der Salze in den 
Parallelversuchen immer die gleiche war, so schwankten die zugefiihrten 
Cl-Mengen nur unbetrachtlich. Wie aus den Tabellen I und II ersichtlich 
ist, besteht kein Zusammenhang zwischen den Futtermengen, die von den 
Tieren bei Verabreichung verschiedener Salzgemische durchschnittlich pro 
Tag aufgenommen wurden, und der Gewichtsabnahme. 


Tabelle I. 


Versuchsdauer 23 Tage. 








Tagliche Ausgangs- Aufgenommen pro Tag Gewichta- 
Dosis l gewicht peadenerae | pro g Kérper- me 
g 8 gewicht Proz. 
0,25 21 7,0 033 || 32 
25 65 026 =| 27 
0,20 | 23 6.0 026 6 | SC 8 
o13 24 7,0 0,26 | 19 
, 24 7,5 030 | 20 
28 75 027 = | 15 
0,06 27 73 a 
21 6,5 0,31 10 
003 | 26 6.6 02 | 14 
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Zu Beginn unserer Untersuchung stellten wir Vorversuche an iiber 
die Ernéhrung der Tiere mit Casein ohne Salzzugabe, um den Verlauf der 
Gewichtsabnahme unter diesen Bedingungen zu verfolgen. Innerhalb 
12 Tagen verloren zehn Mause durchschnittlich 15 Proz. ihres Anfangs- 
gewichts, nach 25 Tagen erreichte der Gewichtsverlust 25 Proz. 


Tabelle II. 
Versuchsdauer 23 Tage. 


Totale Salzmenge (NaCl + KCl) 0,13g pro Tag. 





Ausgangs- Aufgenommen pro Tag Gewichts- 
gewicht . nos aes me g Kéeper- abnahme 
g durchschnittl. gewicht —_ 

25 6,0 0,24 
21 5,0 0,24 
23 6,0 0,26 
25 7,0 0,28 
20 7,0 0,35 
21 7,0 0,27 
23 6,0 0,26 
27 7,0 0,26 
23 65 0,28 
30 6,0 0,20 
26 6,0 0,23 
30 5,7 0,20 
30 6,7 0,22 
24 6,0 0,25 
21 5.0 0,24 


Die Versuche iiber die Wirkung der einzelnen Salze NaCl, KCl und 
CaCl, ergaben, daB die Erhéhung der Dosis bis auf 0,13 g pro Tag einen 
betriachtlichen Gewichtsverlust hervorrief, wahrend 0,38 g KCl oder CaCl, 
bereits tédlich wirkten. (Siehe Tabelle ITI, Abb. 1, 2 und 3.) 


Tabelle III. 





— CaCl. 
Tagliche ||_ ee ae ie eee Mee. bo ht 
Dosis Gewichtsabnahme in Proz. des Ausgangsgewichts 


.s | 1 i I ul i 


0,38 32 Exitus am 3. bis 6. Tag — — 
0,25 20 26 27 — Exitus am 3. bis 6. Tag 
0,20 18 20 21 25 35 

19 18 20 21 24 

15 17 —- 20 20 

10 14 -— 9 19 


Versuchsdauer: 23 Tage 16 Tage 


*) Die rémischen Ziffern bezeichnen die Nummern der Tiere. 
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In den folgenden Versuchen sollte folgendes festgestellt werden : 

1. Ob sich der Zustand der Tiere verbessern und die Gewichtsabnahme 
hintanhalten 148t, wenn zu der Nahrung, die eine betrachtliche Meng: 
irgend eines Salzes enthalt, ein Salz mit einem anderen Kation hinzugefiig' 


wird. 


2. Bei welchem Verhaltnis beider Kationen die geringste Gewiclits 


abnahme zu konstatieren ist. 





Abb. 3. 





Wechselwirkung der Na’-, K’- 


Wir wandten folgende Tonenkombinationen an: 


und Ca™-Ionen usw. 


1. Na’ + 
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K’, 2. Ca” 


K’, 3. Ca” + Na’ und 4. Ca” + (Na + K’). Bei den Versuchen mit dem 


rsten Salzgemisch (NaCl + KCl) wurde dieses in acht 


(quivalenzverhaltnissen bereitet : (Na: K)— 1.1: '/y, 2. 1: 


11: %, & 1:1, 6. *4:1, 7. */.:1, 8 2:1. 


verschiedenen 
a 3. 1:3 


10” 5° 


Fiir jedes Ionenverhaltnis 


wurden sieben Mause genommen; von diesen erhielten zwei (I und II) 


pro Tag 0,13g des Salzgemisches, drei (IIT, IV und V) 
VI und VIT) 0,38 g (s. Tabelle IV, Abb. 4, 5 und 6). 
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Tabelle IV. 


Versuchsdauer 23 Tage. 


0,25 ¢ und zwei 





0,13 g des Salz- 


0,25 g des Salzg ; 
gomisches pre Tag .25g des Salzgemisches pro Tag 


Gewichtsabnahme in Proz. des Ausgangsyewicht 
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Abb. 6. 


Die geringste Gewichtsabnahme konnte beim Verhiltnis Na: K 
= 1:1/,; beobachtet werden; mit diesen Kurven stimmte am besten de: 
Kurvenverlauf von Na: K = !/;:1 iiberein; beim Verhaltnis 1:1 und 
1: 4 tritt stets eine Verschlimmerung im Zustand der Tiere ein. 

Die Versuchsergebnisse mit dem Salzgemisch NaCl + KC! sind gleich- 
falls in den Abb. 7, 8 und 9 wiedergegeben. Die Ordinatenhéhe entsprich' 


G73 O17 O09 Q07 G05 G03 G07 gr Nac! 
0 ‘QO? O04 006 008 390 O72 am grHKl/ 
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hier, wie auch auf den friiheren Kurven, derjenigen Gewichtsabnahme des 
Tieres, die am letzten Versuchstage festgestellt wurde. Die Abszissen 
bezeichnen die verschiedenen Konzentrationen von KCl und NaCl. Die 
Durchschnittszahlen der Tabelle ITI ergaben die Kurven, die den einzelnen 
Salzen entsprechen. Berechnet man aus den Versuchen mit dem Salz- 
gemisch NaCl + KCl diejenigen Mengen von NaCl und KCl, welche die 
Tiere bei verschiedenen Na: K-Verhaltnissen eingenommen haben, 
und zieht man die Ordinaten den Durchschnittswerten der Tabelle IV 
entsprechend, so erhalt man fiir die Dosen 0,13, 0,25 und 0,38 g je eine 
Kurve. Beim Vergleich dieser Kurven mit denjenigen der einzelnen Salze 
ergibt sich, da8 unabhangig von der Konzentration der Salze die Na’- und 
K’-Ionen in allen Fallen, in denen das Verhaltnis Na: K gleich 1 :*/, oder 
1/5: 1 ist, als Antagonisten wirken. 
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Aus den Kurven (Abb. 4, 5 und 6) geht hervor, daB die Herabsetzung 
- Gesamtsalzmenge fiir die Tiere giinsiig ist. Die Versuche mit noch 


425 Q23 Q27 279 277 GIS QI73 A171 G09 207 0,05 203 G07 gr NaC! 
O 202 G04 G06 Q0B Q2 O72 O% 216 Q78 G20 O22 O24 O26Gr KC! 





NN Nali+ C7 


NKO) 





Abb. 8. 


G38 036 G34 G32 G30 Q28 O26 O24 O22 220 Q78 QI OM G12 GO G08 B06 G04 G02 gr Nac 
? 202 G04 O06 0,08 270 Q72 07+ G16 Q18 G20 G22 G24 Q2% G28 O30 G32 G34 B36 GP KE. 





Abb. 9. 
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Abb. 10. 
Die ausgezogene Linie zeigt die Gewichtsabnahme bei salzfreier Nahrung. 


kleineren Dosen unter Beibehaltung des Verhaltnisses Na:K = | :'/, 
ergeben eine noch geringere Gewichtsabnahme (Abb. 10). Diese Unter 
suchungen konnten aber nicht fortgesetzt werden, da unter den erwahnten 
Fiitterungsverhaltnissen eine Verlangerung der Versuche unméglich war. 
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Die folgenden Versuche mit dem Salzgemisch CaCl, + KCl ergabe; 
andere Resultate (Tabelle V, Abb. 11, 12 und 13). 


Tabelle V. 





Versuchsdauer: 16 Tage Versuchsdauer: 13 Tage Versuchsdauer: 16 Tage 
0,15 g des Salzgemisches 0,20 g des Salzgemisches 0,25 g des Salzgemisches 
pro Tag pro Tag pro Tag 


Gewichtsabnahme in Proz. des Ausgangsgewichts 


“fh | wm |i v|vilvn|vm) mx f]x 
i 


1:12? 24 30 | 32 | *) | 28 | 27 |e Ta) — 

1:1 | 10) 26 | 25 | 15 | 33 28 | 34 | — | #eey 
ur] || | 13 | 16 | 16 | 14 | 16 | & | 2) 2 
vee:) | 18| 2 | 18 | ai} 2} a | —| —| 2 
te falas. |.feiSt—|o1& 


*) Exitus am 16. Tag. **) Exitus am 12. Tag. ***) Exitus am 7. Tag. 


go || 31 Exitus am 5. bis7.Tag 35 *%) 


Versuchstage 
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Die Tiere verloren an Gewicht und gingen desto schneller zugrunde, je 
richer das Futter an CaCl, war. Bei Verabreichung von Salzgemischen 
nit dem Verhaltnis Ca: K gleich 1/,,:1, oder nur von KCl, nahm das 
jawicht der Tiere starker ab, als beim Verhialtnis !/,:1. Dieser Umstand 
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Abb. 15. 


kann vielleicht der schaidigenden Wirkung steigender KCl-Dosen zu- 
geschrieben werden. 

Aus den Abb. 14, 15 und 16 ist ersichtlich, daB der Zusatz von KCl 
keine Abschwachung der schédlichen CaCl,-Wirkung hervorrief. Samtliche 
Punkte der Ca + K-Kurven liegen niedriger als die CaCl,-Kurve. 
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Fir die Gemische von CaCl, + NaCl (Tabelle VI, Abb. 17, 18, 19 
und 20) konnte gleichfalls kein Ionenantagonismus festgestellt werden. 


Tabelle VI. 





Versuchsdauer: 10 Tage Versuchsdauer: 14 Tage 
0,20g des Salzgemisches pro Tag 0,25 8 bas “— 





Gewichtsabnahme in Proz. des Ausgangsgewichts 





I n es , IV 


31 Exitus am 5. Tag 

Exitus 36 31 
28 *) 24 
16 19 17 
19 14 24 


*) Exitus am 7. Tag. 
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Abb. 20. 


Bei der Untersuchung des Salzgemisches Ca”™ + (Na’ + K’‘) wurden 
NaCl und KCl in solchen Mengen genommen, da8 das Verhdltnis Na : K 
gleich 1: */, war. Aus den Abb. 21 und 22 und der Tabelle VII ersieht man 


Tabelle VII. 





Versuchsdauer: 18 Tage 
0,20 g des Salzgemisches pro Tag 


Gewichtsabnahme in Proz. des Ausgangszewichts 
en a ae ey 
CO “ 
30 *** ) 
34 27 26 
5 15 10 
13 17 l 
14 — -— 


*) Exitus am 7. Tag. **) Exitus am 10 Tag. — °*) Exitus am 13. Tag. 
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wiederum, da8 kein Ionenantagonismus besteht. So zeigt sich also, da{ jy 
unseren Versuchen die Erscheinung des vielfach bei den verschiedenstey 
biologischen Prozessen beschriebenen Tonenantagonismus zwischen Ca” 


und K’, Ca” und Na’, nicht beobachtet werden konnte. 
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Erwahnung finden sollen noch unsere Versuche, Na* und K’* durch L 
zu ersetzen. Zwei Miuse, die taglich 0,2 g NaCl erhielten, verloren im Verlau/ 
von 13 Tagen je 21 Proz. ihres Anfangsgewichts; die gleiche Merge des 
einen Gemisches (NaCl + LiCl) im Verhaltnis Na: Li = 1:1*/, fiihrte ir 
einem Falle nach 8 Tagen zum Tode, in einem anderen Falle zu einer 
Gewichtsabnahme von 38 Proz. Die Hinzufiigung von LiCl] zu KC! fiibrt: 
ebenfalls zum Untergang der Tiere am achten und am vierten Tage. Der 
Zusammenhang zwischen den Na’- und K’-Ionen ist namlich fiir dies 
beiden Ionenarten charakteristisch, und es kann kein Gleichgewicht be 
Ersatz eines dieser Ionen durch Ca” oder Li’ erreicht werden. 
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Die Berechnung des Verhialtnisses Na’: K’' in den von den oben 
angefihrten Autoren gebrauchten Gemischen ergibt, daB dieses VerhAltnis 
pei Handel und Tsukamoto gleich 1:1/,, bei Tadenuma und Asada gleich 


1:1, war. 

Handel und Tadenuma erkléren die Ergebnisse ihrer Versuche durch 
das Bediirfnis des Organismus nach Zellsalzen, Asada durch das Bediirfnis 
nach Kalisalzen. Man kénnte annehmen, daB dieses Bediirfnis durch die 
Anwesenheit von NaCl in der Kost bedingt war und daB die Hinzufiigung 
der Salzgemische zu einer Hemmung der Gewichtsabnahme und Erhéhung 
des Stickstoffumsatzes und des Gaswechsels fiihrte, dadurch, daB das fiir 
den Organismus unentbehrliche Verhdltnis zwischen K' und Na’ her- 
gestellt wurde. 

Zum Schlu8 méchte ich auch hier Herrn Professor Dr. M. Schaternikoff 
meinen tiefsten Dank fiir seine stetige Hilfe aussprechen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Zusatz von KCl zu NaCl enthaltender Kost in solchen 
Mengen, die ein Na/K-Verhiltnis gleich 1:1/; herbeifiihren, ver- 
bessert den Zustand der Tiere und hemmt die Gewichtsabnahme. 
Dieselben Erfolge werden erzielt bei Hinzufiigung von NaCl zu KCl 
enthaltender Nahrung, wenn das K'/Na -Verhiiltnis gleich 1:+/, wird. 
In den Fallen, wo das Verhiltnis Na /K’ gleich 1: 1/9, 1: %, 1: 1 und 
\9: 1 war, tritt starke Gewichtsabnahme ein. 

2. Die giinstige Wirkung der Salzgemische mit dem Na /K’-Ver- 
haltnis gleich 1:1/; auf den Organismus hangt nicht von den absoluten 
Mengen der Na- und K’-Ionen, sondern nur von deren Verhiltnis ab, 
denn diese Wirkung wurde immer erzielt, wenn die absoluten Mengen 
um die zwei- bis dreifache Menge verandert wurden. 

3. Bei der Verwendung der Gemische CaCl, + KCl, CaCl, + NaCl 
und CaCl, + NaCl + KCl, konnte kein Antagonismus festgestellt 
werden. Die Gewichtsabnahme ging in diesen Fallen der VergréBerung 
der CaCl,-Mengen parallel, wie in den Versuchen, wo nur CaCl, gegeben 


wurde. 


Literatur. 


1) Bunge, Lehrbuch d. Physiol. d. Menschen, Bd. 2. — 2) Handel, diese 
Zeitschr. 146, 1924. — 3) Tsukamoto, diese Zeitschr. 151, 216, 1924. — 
4) Asada, ebendaselbst 140, 326, 1924. — 5) Tadenuma, ebendaselbst 145, 
481, 1924. 
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Uber das Ferment des Menschen- und Pferdeblutes 
und das Ferment der Keimscheibe des Hiihnereies'). 


Von 
M., J. Galwialo. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der militér-medizi. 
nischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. August 1926.) 


Die Frage nach der chemischen Natur der Fermente ist bis jetz 
noch nicht geklirt. Die meisten Forscher sind der Ansicht, dai die 
Fermente eiweiBaihnliche Kérper vorstellen (Heidenhain, Osborne, 
Buchner, Loew), einige Autoren sprechen ihnen Kohlehydratcharakter 
zu (Hirschfeld, Bertrand), andere wieder nehmen eine Verwandtschaft 
mit Lipoiden an. Auf Grund seiner letzten Untersuchungen hilt 


Willstdtter die Fermente fiir Stoffe sui generis. Insoweit die chemische 
Natur der Fermente unbekannt ist, haben wir auch kein einwandfreies 
Verfahren fiir ihre Isolierung aus den Verdauungsdriisen und deren 
Saiten sowie aus anderen Geweben und Fliissigkeiten des Organismu: 
In unseren seit dem Jahre 1910 (noch im Laboratorium von A. Dani- 
lewski und M. Iljin) ausgefiihrten Fermentarbeiten steckten wir wy 
das Ziel, das Enzym als solches zu isolieren cder wenigstens in méglichs 
reiner Form zu gewinnen. Wir méchten hier die Beobachtungen und 
Resultate, die wir bisher erhalten haben, mitteilen. 

Uber den ersten Teil unserer Ergebnisse ist bereits in der Ab- 
handlung ,,Zur Frage nach der Photosynthese der Kohlehydrat: 
(diese Zeitschr. 158, 1925) berichtet worden. Die Resultate der |s- 
lierung des Ferments (Fermente) aus dem Speichel, dem Magen. 
Pankreas- und Darmsaft, die nach der Pawlowschen Methode erhalten 
wurden, sowie aus dem Sperma und dem Harn wurden in der Sitzung 
der Physiolegischen Gesellschaft am 29. Marz 1923 mitgeteilt und i 
der Wratschebnaja Gaseta 1924, Nr. 5 veréffentlicht. Die vorliegend 
Arbeit beschiftigt sich mit der Isolierung des Ferments aus den 


1) Mitgeteilt auf dem zweiten allrussischen Kongre8 der Physiologe 
am 25. Mai 1926. 
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Blute des Menschen und des Pferdes und aus der Keimscheibe des 
Hihnereies und ist dem Studium desjenigen Elektrolytmediums (Co- 
fermente) gewidmet, bei dem das von uns isolierte Ferment diese oder 
jene Wirkung entfalten kann. Das Blut fiihrt der Zelle die Baustoffe 
aus dem Verdauungstraktus zu. Die Zelle verfiigt iiber mannigfaltige 
komplizierte Prozesse der Synthese und des Abbaues, die mit Hilfe 
eines organischen Katalysators, eines Ferments (Fermente) und der 
Elektrolyte (Cofermente) zustande kommen. Man mu annehmen, 
daB im Blute, das den Inhalt verschiedener Zellen aufnimmt, viele 
organische Katalysatoren oder mindestens einer vorhanden ist, der 
viele Funkticnen erfillt. Das Blut erscheint als jener lebendige Strom, 
der den Zellen unseres Kérpers ununterbrochen Baumaterialien zufiihrt 
und abgebaute Substanzen nach komplizierten chemischen Umsetzungen 
in der Zelle wieder fortfiihrt. 


Methodik. 
Isolierung des Ferments aus dem Blute. 

Wir stellten uns zur Hauptaufgabe, eine Methode zur Isolierung 
des Ferments bei seiner geringsten Denaturaticn aufzufinden. In der 
Literatur sind viele Methoden zur Isolierung des Ferments angegeben, 
aber sie befriedigten uns nicht, da das Ferment bei der Abscheidung 
nach diesen Vorschriften 50 bis 60 Proz. seiner Aktivitat verliert. 


Zur Isolierung des Ferments wird das Pferde- oder Menschenblut aus 
dem Blutgef48 in einen Zylinder mit oxalsaurem Natrium (0,12¢ auf 
109cem Blut) gebracht und in eine Kaltemischung oder auf ‘Eis gestellt, 
um die Formelemente zum Absitzen 2u bringen. Darauf wird das Plasma 
abgegossen und zentrifugiert, um den Rest der Formelemente zu entfernen. 
Ferner goB man 100ccm des Plasmas in einen hohen Zylinder und ver- 
dimnte es mit 10 bis 15 Volumina destillierten Wassers. Der Zylinder 
wurde nun in eine Kaltemischung bei — 4 bis — 6°C gestellt und durch 
das verdiinnte Plasma wahrend 5 bis 10 Minuten in langsamem Strome 
Kohlenséure geleitet; die Fliissigkeit wurde dabei schwach triibe. Darauf 
brachte man den Zylinder auf 24 Stunden in die Kaltemischung bei 0°. 
Wahrend dieser Zeit bildete sich auf dem Boden des Zylinders ein kleiner, 
ziher, weiBer Niederschlag. Diese Fallung wurde mehrmals mit Eiswasser 
ausgewaschen. Auf den ausgewaschenen Niederschlag goB man etwa 10 
bis 15cem destillierten Wassers und stellte die Fliissigkeit zum Gefrieren 
auf 24 Stunden in die Kaltemischung. Beim Trocknen dieses Niederschlags 
bei 110°C bis zur Gewichtskonstanz schwankt seine Menge von 0,22 bis 
0,25g auf 100g Plasma oder 200g Blut. 

Nach Abscheidung des Niederschlags besitzt das Plasma keine fermen- 
tativen Eigenschaften mehr. Wir sind daher zu der Annahme berechtigt, 
da8 das gesamte Ferment durch den oben beschriebenen Niederschlag 
mitgerissen worden ist. Wir wollen den letzteren infolgedessen ,,das Grund- 
ferment’ nennen. Um das Ferment zu seiner Abscheidung in den disper- 
soiden Zustand iiberzufiihren, wurde der gefrorene Niederschlag sodann 
nach 24stiindigem Stehen auf folgende Weise bearbeitet. 


18* 
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Die Fallung wurde mit einer kleinen Menge kohlenséuregesattigte 
Wassers versetzt, mit Quarz zerrieben und darauf die Fliissigkeit vom 
Niederschlag durch Zentrifugieren abgetrennt. Der Niederschlag wurde 
wiederholt in dieser Weise bearbeitet, bis er keine fermentativen Eigen. 
schaften mehr aufwies. Alle Portionen der gesammelten Fliissigkeit ver. 
diinnte man mit destilliertem Eiswasser bis zu dem gleichen Volumen, 
welches das zur Fermentisolierung dienende Blut gehabt hatte. Die durch. 
sichtige, farblose, das Ferment enthaltende Filiissigkeit stellte man auf 
12 Stunden in die Kaltemischung. Nach Ablauf dieser Zeit filtrierte man 
die Fliissigkeit und untersuchte ihre fermentativen Eigenschaften. Dieses 
Ferment bezeichnen wir als das Grundferment. 

Die chemische Zusammensetzung des vorliegenden wasserigen Ferments 
war folgende: 

Feste Substanzen 0,002 bis 0,0022g in 100ccm Filiissigkeit ; 

Wasserstoffionenkonzentration bei der Temperatur 13,5°—pg = 7.67, 
nach Michaelis bestimmt ; 

Elektrische Leitfahigkeit bei der Temperatur 13,5°—K = 1,52. 10-* 
(nach Hinzufiigen der Elektrolyte), nach Kohlrausch und Holborn. 

Die Stickstoffbestimmung (Mikrokjeldah]) ergab 15,95 bis 16,12 Proz. N, 
im Durchschnitt 16,03 Proz. N. 

Spezifisches Gewicht (pyknom.) 10000. 

Viskositaét und Oberflachenspannung vgl. Tabelle I. 


Tabelle I. 


Viskositét und Oberflichenspannung des Ferments [Stalagmometer von 
Traube')}. 





Bezeichnung des Ferments 


Anzabl der| 100.2 | 7158,4-«- ‘s Dauer des 


Tropfen | z.w Versuchs 


Wasser . one hes 16b 


Ferment aut dem Blute 
des Menschen. .. . 101,4 6727,8 


Ferment aus dem Blute 
104,6 6843,5 


| Ferment aus der Keim- 
scheibe d. Hiihnereies 111,1 6442 


Isolierung des Fermenis aus der Keimscheibe des Hiihnereies. 

Da wir die Absicht hatten, die Zelle niher zu untersuchen, wahiten 
wir als zugiinglichstes Objekt die Keimscheibe des Hiihnereies aus. 
Die Zelle erscheint tiberhaupt als Herd der subtilsten chemischen 
Vorginge. Es ist bekannt, daB sich nicht jedes zugefiihrte Produkt 
dem Bau der Zelle einfiigt. Manchmal muB eine weitere Spaltung 
herbeigefiihrt werden, in anderen Fillen miissen sich einzelne Abbau- 


1) J. Traube, GrundriB der physikalischen Chemie, Encke 1914 (Ge- 
brauchsanweisung des Stalagmometers). 
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produkte miteinander vereinigen, um die fiir die Zelle passenden Bau- 
steine bilden zu kénnen. Dann erst beginnt die Synthese der verschieden- 
artigsten Baustoffe. Dieser komplizierte Aufbau wird durch das Ferment 
(die Fermente) und die Elektrolyte bewerkstelligt. Durch grobe Ein- 
wirkung starker Agenzien wird das Zellferment in seiner Wirkung 
stark geschwacht. Daher wandten wir zur Isolierung des Zellferments 
eine Methede unter Vermeidung starker Agenzien an. Sie besteht 
in folgendem: 


Der Eidotter wird aus einem frischen Hiihnerei derart befreit, daB 
die Keimscheibe nach oben gekehrt ist. Die Dottermembran und die Scheibe 
wird mit einer feinen Schere durchschnitten und die Keimscheibe vorsichtig 
in eine Pipette gesogen. Dabei mu8 man versuchen, den Dotter nicht mit 
aufzusaugen, da letzterer die Reinigung des Ferments erschwert. Die so 
entnommenen Keimscheiben aus vier Dottern brachte man in einen 
Zylinder mit 100 ccm destilliertem Wasser. Der Zylinder wird in eine 
Kaltemischung von -—4 bis — 6°C gestellt und durch die Fliissigkeit 
Kohlenséure in langsamem Strome im Laufe von 20 Minuten geleitet, 
dann brachte man den Zylinder auf 24 Stunden in die Kaltemischung. 
Nach Ablauf dieser Frist wird die Fliissigkeit in Zentrifugierglischen ge- 
gossen und 15 Minuten lang zentrifugiert. Die Fliissigkeit wird aus den 
Glaschen vorsichtig abgegossen. Der am Boden zuriickgebliebene gering- 
figige Niederschlag wird mit kohlensdéuregesattigtem Eiswasser versetzt 
und mit Quarz zerrieben, um das Ferment abzuscheiden. Sodann wird 
die Fliissigkeit zentrifugiert und die Zentrifugate in einem Gefi8 gesammelt. 
Den Niederschlag bearbeitet man so lange, bis eine entmommene Probe 
keine fermentativen Eigenschaften mehr zeigt. Alle Fliissigkeiten werden 
in einem GefaéB gesammelt und destilliertes Eiswasser bis 200 ccm hinzu- 
gefiigt. Ajsdann erfolgt Zusatz von Chlornatrium,und Natiiumbicarbonat, 
so daB die elektrische Leitfahigkeit aer Fliissigkeit K = 1,13 .10—-* und 
Py = 7.95 ist. Die fermenthaltige Fliissigkeit bringt man auf 12 Stunden 
in die Kaltemischung und filtriert sie darauf. Dieses Ferment betrachten 
wir als das Grundferment. 

Das Ferment hat vor der Zufiigung des Chlornatriums und des Natrium- 
bicarbonats folgende chemische Zusammensetzung: 

Feste Substanzen bis 0,0023 g in 100 ccm der wasserigen Fermentlésung ; 

Spezifisches Gewicht (pyknometrisch) 10000; 

Stickstoff nach Mikrokjeldahl bis 15,98 Proz.; 

Viskositét und Oberflichenspannung (vgl. Tabelle I). 

Um die verschiedenen fermentativen Eigenschaften — die diastatische, 
proteolytische und lipolytische — festzustellen, fiigt man in jedem Falle 
die unten genannten Elektrolyte hinzu. 


Bekanntlich iibt das reine Ferment ohne Elektrolyte keine Wirkung 
aus. Wenden wir uns der Zerlegung der Kohlehydrate zu, so sehen 
wir, daB das Ferment seine Wirkung bei minimalen Elektrolytmengen 
entfaltet, oder es geniigt auch das Medium, in welchem sich das Substrat 
befindet. Diese diastatische Fermenttatigkeit erklart sich woh] dadurch, 
daB jeder lebendige Organismus besonders die Kohlehydrate ausnutzt, 
daher tritt die gréBte Aktivitat bei den geringsten Elektrolytdosen auf. 
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In anderen Fallen stellten wir unser Ferment durch Zusatz von Na(| 
und NaHCO, auf ein py, (bei Wasserstoffdurchleitung) von 8,30 ein; 
K = 1,08. 10-* 

Tabelle II. 
Ferment aus dem Pferdeblut. 
Py = 8,301), K = 1,08. 10—-*. 
Menge der 0,5 proz. Starke im Versuch 
i des Ferments fiir den Versuch 
Versuchstemperatur 


Als Diastase. 





i ‘ Proz. der in 
Zuckermenge 7 ier tem Dauer des 


Nr. . 
der Versuche ag gefiuhrten Starke Versuchs 


0,45 
0.36 

0,482 

0,456 

0,462 

1,053 

1,224 

1485 | 26,73 


SBAQTS Who 


Kontrolle. 
= 8,64; K = 1,17. 10-*. 
Menge der 0,5 prea. Starke... : 2.3 4+ ee 


Wasser mit den Elektrolyten bei oben eugegebonem Pm und K = leem 
1 0,0 0,0 12h 
2 0,081 1,46 36 


Tabelle III. 
Ferment aus dem Blute des Menschen. 
Pu = 8,30; K = 1,08. 10—-*. 
Menge der 0,5 proz. Starke im Versuch 
»» des Ferments im Versuch 
Versuchstemperatur 


Als Diastase. 





i} Poss. der in 
Nr. | Zuckermenge pew wll faa | Dauer des 


der Versuche || ae gefiihrten Starke | Versuchs 
0,425 7,64 

0,420 7/58 

0,456 | 8/20 

0,472 8,48 

0,380 6,84 

0,395 7,10 —_ 
1,125 20,24 12h 

1/52 27/36 | 36 


1) py wurde stets in der Elektrode mit durchgeleitetem Wasserstofi 
bestimmt, somit hatte die untersuchte Fliissigkeit in allen Fallen ein kleineres 
als das angegebene py. 
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Kontrolle. 
Pa = 8,54; K = 1,08. 10-*. 
Menge der 5proz. Starke ......... =. lecm 
Wasser mit den Elektrolyten bei oben angegebenem py und K = Il ccm 





Nr. Zuckermenge Proz. der in Dauer des 
Zucker iiber- 
der Versuche gefibrten Starke | Versuchs 


l 0,0 | 0,0 12h 
2 0,11 1,98 | 36 


Tabelle IV. 
Ferment aus der Keimscheibe des Hiihnereies. 
Pu = 7,95; K = 1,13. 10-*. 
Menge der 0,5 proz. Starke fiir den Versuch . . l ccm 
Pe des Ferments im Versuch .......H1 ,, 
VeUmUOROOSEOWOU wt tt ttt tll ae 


Als Diastase. 





Nr. Zuckermenge Pros. der in Dauer des 
der Versuche oltees ,-~f Versuchs 


5,40 
8.10 
6,84 
7,02 
18,36 
21,96 
21.60 
27.00 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


Kontrolle. 
Py = 7,68; K = 2,03. 10-*. 
Menge der Sproz. Starke ......... . lecm 
Wasser mit den Elektrolyten bei oben angegebenem py und K = | ccm 


1 0,0 0,0 | I 
2 0,09 1,62 | 36 


Uns ist woh] bekannt, daB fiir das Ferment zur Entfaltung seiner 
proteolytischen Tatigkeit ein bestimmtes Medium mit bestimmter 
Wasserstoffionenkonzentration notwendig ist. Fiir die proteolytische 
Wirkung kann alkalische oder saure Reaktion vorliegen, sonst bleibt 
die fermentative Wirkung aus. Wenden wir uns nunmehr der lipo- 
lytischen Wirkung zu, so sehen wir das gleiche, d. h. hier mu8 ein 
schwach alkalisches Elektrolytmedium vorhanden sein, nur dann 
entfaltet das Ferment seine Tatigkeit. 
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Gewinnung der Elektrolyte. 


In jedem einzelnen Falle muB, um eine Fermentwirkung hervor. 
zurufen, ein bestimmter Gehalt an Elektrolyten und eine bestimmte 
Wasserstoffionenkonzentration vorliegen, erst dann iibt das Ferment 
seine katalytische Wirkung aus. Die Elektrolyte allein (Cofermente) 
ohne Ferment fiihren nur eine vorbereitende Arbeit aus. Nehmey 
wir beispielshalber die EiweiBverdauung, so wissen wir, daB die Elektro. 
lyte — die Salzsiure — die Ejiweifstoffe zum Aufquellen bringen. 
dabei wird das Eiwei8 (Fibrin) zwar durchsichtig, aber es lést sic 
nicht auf, wie lange Zeit man es auch bei der Temperatur von 38° 
stehen laBt. Sobald man aber nun das Ferment hinzufiigt, so lést sich 
das durchsichtige Fibrin auf und das EiweiB geht in Pepton iiber. 


Da es schwierig ist, die kombinierte Zusammensetzung der Elektro. 
lyte des Magensaftes und des pankreatischen Saftes sowie des Blutes 
auszuwahlen, nahmen wir fiir diesen Zweck natiirliche, nach der Methode 
von I. P. Pawlow erhaltene Verdauungssiifte. 


Der Saft wurde in besonders langen Probierglaischen bis zur Trockne 
eingedampft. Das Probierglischen wurde zugeschmolzen und der Inhalt 
iiber schwacher Flamme verkohIt. Nach dem Offnen des Probierglaschens 
wurde der Inhalt in dem gleichen Volumen Wasser aufgelést, wie das 
Volumen des angewandten Saftes war. Wurde Magensaft gebraucht, so 
wurde vor der Bearbeitung die Menge der Salzsiéure, die Verdauungskrait, 
die Wasserstoffionenkonzentration und die elektrische Leitfahigkeit 
bestimmt. Ein derartiger Saft mit bekannter Aciditét und peptischer 
Kraft wurde zur Gewinnung der Elektrolyte in oben beschriebener Weis 
behandelt. Der verdiinnte Rest wurde nach dem Verkohlen auf ein p, 
von 0,83 und K = 5,2. 10-2 eingestellt, d. h. auf p, und K des natiirliche: 
Saftes vor dem Verkohlen. 


In den Tabellen V und VI sind die Ergebnisse der proteolytischen 
Wirkung des von uns isolierten Ferments aus dem Blute des Menschen, 


des Pferdes und der Keimscheibe des Hiihnereies in Gegenwart der 
aus dem Magensaft isolierten Elektrolyte angefiihrt. 


Tabelle V. 


Ferment aus dem Blute des Menschen. 

Py = 8,30; K = 1,08. 10-* 
Elektrolyte, geléist . . . . py = 0,83; K= 5,2 .10-* 
Menge des fiir den Versuch verwandten Ferments 2 ccm 
Menge der Elektrolytiisumg. .........5,, 
Temperatur ‘ 
Dauer der Verdauung ......... 24 Stunden 

Der Stickstoff wurde nach Sérensen bestimmt. 
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Als Protease. 





i M d M d 
te Vice] Pee | Amo | Ape | Apert 
& mg 
1,9689 4.76 0.24 21.05 
1,2680 2,08 0,166 14.56 
36080 4,08 0,160 14.03 


Kontrolle 
1,8420 0,41 0,022 1,80 





Me d M d 
Nr. foes AmboN Amino-N Amino-N in Proz. 
der Versuche in Proz. des Gesamt«N 
mg 
Ferment aus dem Blute des Pferdes 


2.0100 4,20 0,20 

1,5850 2,35 0,148 

2.8010 4,80 0,171 
Kontrolle 

1,0020 0,44 0,03 


Tabelle VI. 


Ferment aus der Keimscheibe des Hiihnereies. 
Verment. ........- Pe = 7,97; K = 1,06. 10-* 
Elektrolyte, gelést . . . . pq = 0,89; K = 5,2 .10-? 
Menge des Ferments fiir den Versuch .... . 2cem 
Menge der Elektrolytlisumg. ...... . . 38,5 ,, 
Dauer der Verdauung ......... 24 Stunden 


Als Protease. 





Menge Amido-N Verhaltnis des 


Nr. ibri | : C Amido-N zum 
pe <n Fibrinmenge | des Amido-N nach Sdérensen Gesamt-N 


8 mg Proz. Proz. 


20150 | 2.10 0,103 9,03 
15420 | 2:32 0.15 13,15 
24050 | 4.08 0.168 14.71 


Kontrolle 
1,9600 0,46 0,023 1,92 


Fiir die lipolytische Fermentwirkung gewann man die Elektrolyte 
aus dem pankreatischen Safte. 


Bei der lipolytischen Verdauung der Fette hielt man alle Be- 
dingungen fiir die Verdauung wie beim natiirlichen pankreatischen 
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Safte ein, d. h. man stellte p, = 8,54 und die elektrische Leitfaihigkeit 
K = 1,41 . 10-? ein. 

Fiir das aus der Keimscheibe des Hiihnereies ausgeschiedene 
Ferment stellte man das Elektrolytmedium auf py =7,95 und 
K =1,13.10-* ein. Vgl. die Tabeilen VII, VIII, IX. 


Tabelle VII. 
Ferment sus dem Blute des Pferdes. 
Py = 8.54; K = 1,141. 10-2, 
Menge der 2proz. Emulsion aus neutralem Fett . 5 ccm") 
Oe ee Oe eee tT eT re ee | 
I ii Sn ede ele cele ds 
Es cu. ae es ela 3 6's Ae 


Als Lipase. 





Menge 
Nr. || der verbrauchten 
der Versuche || 1/100 KOH-Lésung 


ccm 


1, Versuch, 
11,1 
10,3 
12.5 
Kontrolle 
11 


2. Versuch. 


Anstatt der Emulsion ist neutrales Fett zu 1 cem genommen. 
1 9,5 26,8 
2 10,2 28,8 
3 9,8 27,6 


Kontrolle 
11 3,1 


Tabelle VIII. 
Ferment aus dem Blute des Menschen. 
Py = 8,54; K = 1,41. 10-*. 
Menge der 2proz. Emulsion aus neutralem Fett 5ccm 


Ee er ae eer ee ee 
Temperatur...... +: 50 ue ah Rae i 
Versuchsdauer. ........... + 12 Stunden 


1) Die Menge der freien Fettsiuren wurde auf Oleinséure berechnet. 
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Als Lipase. 





Menge Menge 
der verbrauchten der freien 
n/100 K OH-Lésung Fettsauren 


ccm mg 


Nr. 
der Versuche 


1, Versuch. 


148 
13,2 
12.6 


Kontrolle 


14 


417 
37.2 
35,5 


3,9 


2. Versuch mit neutralem Fett. 
Statt der Emulsion ist in jedem Versuch leem Neutralfett genommen. 
1 10,5 | 29,6 
2 9.8 7,6 
3 11,1 31,3 
Kontrolle 
1,1 3,1 


Tabelle IX. 
Ferment aus der Keimscheibe des Hiihnereies. 
Pu = 7.95; K = 1,13. 10—*. 


Menge der 2proz. Emulsion aus neutralem Fett 2 ccm 


Fermentmenge . 
Temperatur . 
Versuchsdaver . 


Als Lipase. 


9 


38,5° 
12 Stunden 





Menge 


Nr. 
der Versuche 


com 


1. Versuch. 
9.2 
8,7 
10,3 


Kontrolle 
1,00 


der verbrauchten 
n/100 KOH-Lésung 


Menge 


der zersetzten 
Fettsaiuren 


2. Versuch mit neutralem Fett. 


Statt der Emulsion ist zu jedem Versuch 1 ccm Neutralfett genommen 


8.5 

8.2 

9,3 
Kontrolle 

1,1 


24,5 
23,1 
26,2 


3,1 
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Was die Katalase anbelangt, so sind wir beim Studium unseres 
Ferments zu dem Schlu8B gekommen, daB die Katalasewirkung nicht 
durch ein spezifisches Ferment, sondern durch die Elektrolyte (Co. 
fermente) bedingt ist, hauptsichlich und vielleicht sogar einzig und 
allein durch das Eisen. 


S. Hennichs ist in seiner Arbeit tiber Katalase auch geneigt, anzu. 
nehmen, daB in dem vorliegenden ProzeB das Eisen die Hauptrolle 
spielt. 

Wir werden die Rolle der Elektrolyte in der vorliegenden Mit. 
teilung nicht eingehend behandeln, da wir hoffen, dariiber in einem 
speziellen Aufsatz demnichst berichten zu kénnen. 


Wir gehen nunmehr zur Besprechung der von uns angefiihrten 
Tabellen iiber. Wir untersuchten die Wirkung unseres Ferments au{ 
Kohlehydrate, EiweiSstoffe und Fette. Als Substrat fiir unsere Ver. 
suche dienten folgende Substanzen: Fiir die Kohlehydratverdauung 
eine 0,5proz. Starkelésung, fiir die EiweiBverdauung das geronnene, 
faserige Fibrin des Pferdeplasmas und fiir die lipolytische Wirkung 
neutrales Oleum olivarum und eine Emulsicn aus neutralem Fett. 


Betrachten wir zunichst die Kohlehydratspaltung. Wie man aus 
den Tabellen II, III und IV ersieht, verliuft die Verdawung nicht 
proportional der Zeit; in dem Mafe, als sich die Hydrolyseprodukt: 
anhiufen, verlangsamt sich der PrezeB der Stirkesaccharifizierung 
immer mehr. Nach einstiindiger Verdauwung haben wir in allen fiinf 
Proben fast gleiche Mengen Zucker. Bei weiterem Stehen im Brut. 
schrank bis 12, 24 und 36 Stunden ging die Saccharifizierung immer 
schwicher vonstatten, und man beobachtete dabei keine Pro- 
portionalitat. Werden aber die Produkte der Stirkezersetzung 
wihrend des Verdawungsprozesses wegdialysiert, so kann man auf 
diese Weise eine fast vollkommene Hydrolyse der Starke wihrend 
6 Stunden erreichen. 

Zu diesem Behuf nahmen wir eine Kollodiumhiilse, gossen in dieselbe 
leem 0,5proz. Starkelésung und 1 cem des Ferments und tauchten diese 
Hiilse in ein Glaschen, in welchem sich 3 ccm 0,9proz. Chlornatriumlésung 
befanden. Alles wurde auf 50 Minuten in den Thermostaten bei 38°C 
gestellt. Nach Ablauf dieser Frist nahm man die Hiilse mit ihrem Inhalt 
heraus und stellte sie in ein anderes Reagenzglischen mit 3 ccm 0,9proz. 
Chlornatriumlésung, darauf verfuhr man auf diese Weise weiter. Nach 
sechsstiindiger Verdauung erhielten wir bei einer derartigen Abtrennung 
der Verdauungsprodukte 71,2 Proz. der in Zucker iibergefiihrten Starke. 
Der Zucker wurde nach der Methode von M.Galwialo bestimmt. Véel. 
Tabelle X. 


Auf Grund der oben angefiihrten experimentellen Ergebnisse 
sehen wir, daB das von uns aus dem Blute des Menschen, des Pferdes 
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und aus der Keimscheibe des Hiihnereies abgeschiedene Ferment, 
wenn es unter bestimmten Bedingungen arbeitet, verschiedene Wir- 
kungen entfaltet. Am einschneidendsten aber, was Aufmerksamkeit 
verdient, ist der Umstand, da8 in den Zellen (Keimscheibe des Hiihner- 
eies) ein diastatisches, proteolytisches und lipolytisches Ferment vor- 
handen ist. Vergleicht man die Intensitiét des Ferments, das aus 200 ccm 
Blut isoliert worden ist, mit der Intensitaét des aus vier Keimscheiben 


Tabelle X. 
Ferment aus dem Blute des Pferdes. 
Pu = 8,30; K = 1,08. 10—-*. 
Menge der 0,5proz. Starke fiir den Versuch 
Menge des Ferments fiir den Versuch 
Temperatur . 


Als Diastase. 





Dauer 
Nr. Zucker: Proz. der in der Dialyse und 
der Dialysations- ™&nse Zucker iibere | der Verdauung 
versuche gefiibrten Starke | im Thermostaten 
Min. 


16,20 
15,40 
11,52 
9,72 
8,64 
6,48 
3.24 


des Hithnereies abgeschiedenen Enzymr, so erweist sich die fermentative 
Kraft der Zellen des Hiihnereies im Vergleich mit der fermentativen 
Kraft des Blutes als eine sehr groBe. 


Unwillkiirlich erinnert man sich der Versuche iiber die Verdauung an 
niederen Wirbellosen von N. Krawkow und Lewes, Couch und Krukenberg, 
welche experimentell folgendes dargetan haben: Alle Versuche, Fermente 
(Enzyme) in den Fliissigkeiten der Kérperhéblen von Schwimmen, Aktinien 
und Medusen, sowie in den Fliissigkeiten, die ihren Kérper bedecken, auf- 
zufinden, ergaben ein negatives Resultat, d. h. es wurde gezeigt, daB diese 
Fliissigkeiten gar keine fermentative Eigenschaften aufweisen. Fibrin- 
stiickchen, welche in speziellen Glasréhrchen oder im Papierhiilsen in die 
Kérperhéhle der Aktinien und Medusen eingefiihrt waren, blieben im Laufe 
einiger Tage ganzlich unverandert, dagegen wurden Fibrinfasern, die durch 
den Kérper dieser Tiere gezogen waren, verdaut. 


Wie man aus den angefiihrten Angaben ersieht, spielen sich die 
subtilsten chemischen Prozesse nicht auBerhalb, sondern im Innern 
der Zelle selbst ab. In den Hoéhlenfliissigkeiten findet gar keine Ver- 
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dauung statt. N.Krawkow hat noch die Tatsache vermerkt, daf das 
Seewasser die Fermentwirkung sehr verstarkt. 

W. Biedermann hat in seinen Arbeiten itiber das diastatische 
Ferment beobachtet, daB bei Herabsetzung des Salzgehaltes ((». 
fermente) die fermentative Wirkung vermindert wird. Die Amylase. 
die frei von den Salzen der Lésung ist, ist ginzlich inaktiv. 

Dringt man naher in das Studium der Fermentwirkungen ei 
so drangt sich einem beim Vorfinden dieser riesigen Anzah] von Ferment. 
bezeichnungen, die ihren Namen von dem Substrat, auf das sie ein. 
wirken, erhalten haben, natiirlich die Frage auf, ob tatsichlich dic 
Annahme einer so groBen Menge von Fermenten mit einer so strengen 
Spezifitat, wie sie ihnen jetzt zugeschrieben wird, notwendig ist. Von 
Tag zu Tag entstehen immer wieder neue Fermentnamen. 

S. Kostyischew bemerkt dazu, daB jahrlich Mitteilungen iiber dix 
Entdeckung neuer Fermente in pflanzlichen und tierischen Geweben 
gemacht werden, welche neue spezifische biochemische Reaktionen 
geben. Es unterliegt natiirlich keinem Zweifel, daB alle wichtigen 
Verinderungen des Stoffes in lebenden Zellen vermittelst der Fermente 
geschehen, aber unwillkiirlich werden doch Bedenken laut, ob nicht 
die Zah] der beschriebenen Fermente zu groB ist und der wirklichen 
Sachlage entspricht. 

Bei der Entdeckung neuer Fermente sind oft nicht nur die physi- 
kalisch-chemischen Kontrollen ungeniigend durchgefiihrt, mitunter 
wird auch die in Frage stehende biochemische Reaktion unrichtig 
festgestellt. 

Es ergeben sich aus unserer Arbeit folgende SchluBfolgerungen 

1. Das nach unserer Metliode aus dem Blute und aus der Keim. 
scheibe des Hiihnereies abgeschiedene Ferment stellt eine stickstoff- 
haltige organische Substanz vor. 

2. Die Intensitaét der fermentativen Wirkung ist von dem Gehalt 
und dem Charakter der Elektrolyte abhingig. 

3. Das Ferment saccharifiziert die Starke beim Minimum des 
Elektrolytgehaltes. 

4. Die proteolytische Wirkung des Ferments ist bei Einfiihrung 
natiirlicher (aus dem Magensaft erhaltener) Elektrolyte scharf aus- 
geprigt, so daB py = 0,89 und die elektrische Leitfahigkeit K = 5.2 
.10~? ist. 

5. Die lipolytische Fermentwirkung verlaiuft schon bei gering- 
fiigigem Zusatz von Soda, aber noch besser bei Hinzufiigung der aus 
dem pankreatischen Safte erhaltenen Elektrolyte, d. h. bei py = 8,54 
und K = 1,4.10-. 
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Beitrige zur Embryochemie und Embryophysiologie. 


I. Mitteilung: 


Einige physikalisch-chemische Veriinderungen des EiereiweiSes sich ent- 
wickelnder Hithnereier'). 


Von 
G. E. Wladimiroff. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der militar-medizi- 
nischen Akademie zu Leningrad.) 


(Bingegangen am 7. August 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


L 


Wahrend der kurzen Periode der embryonalen Entwicklung ver- 
wandelt sich die befruchtete Eizelle in einen kompliziert aufgebauten 
Organismus. 

Der Morphologie der dabei sich abspielenden Verainderungen ist 
eine auSerordentlich groBe Anzahl von Arbeiten gewidmet, dagegen 
sind die Untersuchungen iiber die chemischen Entwicklungsverhiltnisse 
relativ wenig zahlreich, Die Ursache liegt woh! darin, da8 in der Physio- 
logie die morphologischen Studien stets den chemischen vorausgegangen 
sind, und iiberdies ist das Studium der duBerst kleinen und halb- 
fliissigen Objekte besonders schwierig, und gerade eine solche Form 
weisen die einzelnen Embryonalgewebe auf. 

Indessen verspricht das Studium dieses Abschnittes der Physio- 
logie, in Zukunft den Schliissel zum Verstandnis einer ganzen Reihe 
physiologischer Erscheinungen und Zustande zu liefern oder wenigstens 
sie von einem neuen Standpunkt aus zu betrachten. Viele Funktionen 
stellen sich nimlich im embryonalen Zustand in ihrer urspriinglichen 
Einfachheit vor. Als Beispiel kénnen wir auf die Resorptionsprozesse 
durch wenig differenzierte, verhaltnismaBig einfach gebaute Membranen, 
sowie auf Ausscheidungsprozesse durch ahnliche Membranen oder 


1) Mitgeteilt am 27. Mai 1926 auf dem zweiten allrussischen Physiologen- 
kongreB. 
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embryonale Organe hinweisen. Weiter kann das chemische Studium 
der Differenzierung und des Wachstums der Gewebe (des Blutes, 
der Muskeln, Knorpel, Hornbildungen usw.), indem dadurch die 
chemische Genese der letzteren aufgedeckt wird, unsere Vorstellungen 
iber die Wechselbeziehungen zwischen verschiedenen Geweben, welche 
pis jetzt nur in morphologischer Hinsicht festgestellt sind, vertiefen. 
Der embryonale Zustand eignet sich am besten fiir das Studium der 
synthetischen Vorginge im Organismus, welche zu dieser Zeit die 
hochste Entfaltung und Intensitét aufweisen. Besondere Aufmerksam- 
keit verdienen die Funktionen der Organe, welche nur dem embryonalen 
Zustand eigen sind (z. B. die Funktion des Amnions, der Allantois, 
einige Funktionen der Leber). Ein groBes Interesse bieten endlich 
die Besonderheiten des Stoffwechsels. 


Im Jahre 1924 begann ich auf Veranlassung von Prof. M. D. Iljin 
die systematische Bearbeitung dieses Gebiets. 


Als Objekt fiir das Studium wurde das Hiihnerei gewahit. Die Er- 
wigungen, welche diese Wahl bestimmten, waren folgende: 1. Die Ent- 
wicklung des Hiihnereies in morphologischer Hinsicht ist genau studiert, 
die meisten Arbeiten chemischen Charakters sind auch an ihm ausgefiihrt. 
2. Bei der Entwicklung kommen in das Hiihnerei keine Fremdkérper hinein, 
mit Ausnahme des Sauerstoffs, und es verliert auch keine Bestandteile, 
Wasser und Kohlenséure ausgenommen. 3. Das Hiihnerei stellt auch 


insofern ein éuBerst bequemes Objekt dar, als man es einerseits in beliebiger 
Menge sehr leicht erhalten kann, und andererseits ist die Inkubation einfach 
md von kurzer Dauer. Die Eier wurden von groBen Hiihnerhéfen bezogen. 
Die Inkubation erfolgte im Inkubator ,,Orlowka‘* nach dem System von 
Bastide. Die regelrechte Inkubation bestatigte sich am 21. bis 22. Tage 
durch Ziichtung normaler Kiichlein. von denen ein Teil noch zurzeit lebt. 


Den Gegenstand der ersten Mitteilung Bilden einige physikalisch- 
chethische Veranderungen des EiereiweiBes bei der Entwicklung des 
Hiihnereies. 


Il. 


Das Eiereiwei8 dient als Nahrmaterial und in den ersten Inkubations- 
tagen als f4uBeres Medium, das den Embryo umgibt. Bei der Entwicklung 
desselben werden verschiedene Bestandteile des EiereiweiBes mit ungleicher 
Geschwindigkeit verbraucht. Das Eiereiwei8 andert sowohl seine Zusammen- 
setzung als auch seine auBeren Eigenschaften. Vor allem wird es dicker, 
ziher und klebriger, was mit der Zunahme des Prozentgehalts fester Sub- 
stanzen zusammenhdngt. Nach den Angaben von M. D. Iljin (20) enthalt 
das Eiereiwei8 frischer Hiihnereier 11,7 bis 14,6 Proz. fester Substanzen. 
Bellini (5) gibt fiir das EiereiweiB am 12. bis 14. Tage 43 bis 45 Proz. fester 
Substanzen an. Da der Gehalt an festen Substanzen eine groBe Rolle fiir 
viele SchluBfolgerungen spielt, priiften wir die angefiihrten Argaben fiir 
unsere Eier nach. Man mu8 bemerken, da8 das EiereiweiB des frischen 
Hiihnereies auch in den ersten Inkubationstagen in zwei Portionen getrennt 
werden kann, eine fliissigere und eine dichtere. Der Gehalt an festen Sub- 
stanzen entspricht nicht immer der Konsistenz; der Unterschied ist gering- 
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fiigig, und nicht immer finden sich in dem fliissigeren EiereiweiB weniger 
feste Substanzen als in dem dichten. In unseren Bestimmungen wurden 
die festen Substanzen des dichteren EiereiweiBes bestimmt. 


Tabelle I. 





Nr —_ | Proz. es, aay a Nr _ Proz. fester. Sub: : 
; : , | Stanzen itte m rchs : , stanzen (Mitte m Durch. 
= <a aus zwei Ger schnitt — or aus zwei Ge- echnitt 
wichtsproben) age wichtsproben) 


13,0 is} 10 36,9 
12.6 i331 | 19 36,8 
13,8 20, 38,8 
13,7 2) 36,1 
15,0 43 |e} n 38,2 
16,0 23 #812 36,9 
164 | 160 | 4%) 123 39,0 
15,6 25 | 13 37,6 
20,2 202 | 2%) 14 41,9 
27 
28 
29 
30 


eounounr who = 


29,1 14 36,4 
26,6 15 40,2 

28,8 28,8 16 37,5 

31,7 16 39,9 

34,2 31 16 36,6 

35,4 32 17 36,6 | 

35,8 35,5 | 33) 20 41,5 41,5 
35,2 | 


— eee ee 
COakmenwe Ss 





c 
eee emremst Dam » SP W WW OS BO b9 


os 
~I 


Wie man aus der Tabelle ersieht, wiichst die Menge fester Sub- 
stanzen im Eiereiwei8 bis zu einer enormen Hohe an. Obgleich wir 
niemals die von Bellini (5) angegebenen maximalen Zahlen (45 Proz.) 
erhalten haben, ist doch der Reichtum des Ejiereiweifes, als einer 
Gallerte tierischen Ursprungs, an festen Substanzen ungewdhnlich 
groB. In dieser Beziehung kénnen mit ihm nur noch die Erythrocyten 
und die Augenlinse wetteifern. 

Im Zusammenhang damit bietet das Eiereiwei8 von zwei Gesichts- 
punkten aus ein groBes Interesse. Erstens stellt es ein eigenartiges 
System dar, in welchem die enorme EiweiBmenge deutlich ihren Einflub 
auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser Gallerte ausiiben 
muB$. Diesem Umstand werden wir spiter noch mehrmals begegnen. 
Zweitens entsteht die Frage, in welcher Weise die Umgruppierung 
des Wassers im sich entwickelnden Hiihnerei zustande kommt, und 
unter dem Einflu8 welcher Kriafte die so energische Wasserentziehung 
aus der zum Aufquellen faihigen Gallerte vor sich geht. 

Als erstes, dem EjiereiweiB Wasser entziehendes Reservoir tritt 
der Dotter auf (vgl. Tabelle II). 
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Tabelle II. 
Gehalt fester Substanzen im Dotter sich entwickelnder Hiihnereier. 





“e Pros. fester Sub, | t= Ded Nr i Proz. a — or 
: stanze itte “= : tan itt . 
as a aus oual Ge. “echaitt der | kubations. “ean oul Gee “ochnitt 
age _wichtsproben) tage =| wichtsproben) 

50,1 50,1 46,0 

50,3 50,3 46,6 46,3 
50,3 42,2 2,2 
40.4 45,3 50,1 50,1 
418 51,0 

41.0 414 513 51,1 
40,1 51,7 51,7 
41,1 é 50,5 50,5 
43°4 42,4 | 9: 50,6 50,6 
45,1 55,7 55,7 
35,0 35,0 54,2 54,2 


43.7 
44.9 44,3 
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Vom fiinften Inkubationstage an verfliissigt sich der Dotter stark und 
bleibt in diesem Zustande bis zum zehnten Tage. Zu dieser Zeit ist es sehr 
schwer, den Dotter unversehrt aus dem Ei herauszunehmen. Besonders 
unmittelbar unter dem Embryo ist der Dotter verfliissigt. Wir lieBen 
zwei Eier, welche im Inkubator 7 Tage gelegen hatten, in einer, Kalte- 
mischung gefrieren. Unter dem Embryo hatte sich helles Eis gebildet, 
aus dem beim Schmelzen eine fast durchsichtige, etwas gelbliche Fliissigkeit 
entstand, auBerdem erhielten wir itiber 5ccm einer undurchsichtigen, 
orangefarbenen Fliissigkeit. Beim Uberfiihren dieser Eier in kochendes 
Wasser gerinnt der untere Teil des Dotters, der obere (unter dem Embryo) 
bleibt fliissig. Die Grenze zwischen den beiden Abschnitten ist uneben, 
héckerig. Vom zehnten Tage an wird der Dotter an Wasser firmer, und bei 
Beendigung der Inkubation ist der Gehalt fester Substarzen im Dotter 
ein héherer als im frischen Ei. 

Das zweite Reservoir, das wasserentziehend wirkt, ist der Embryo. In 
den ersten Tagen der Entwicklung ist der Embryo sehr wasserreich. Nach 
den Angaben von M. D. Iljin enthalt der Hiihnerembryo am fiinften Ent- 
wicklungstage im ganzen nur etwa 5 Proz. fester Substanzen; ihre Menge 
vergréBert sich allmaéhlich und erreicht am 14. Tage 10 Proz. urd am 
i8. bis 20. Tage etwa 20 Proz. Analoge Angaben fiihren auch Hassel- 
balch (16) und Bialaszewicz (6) an. 

An dem ProzeB der Fortbewegung des Wassers im Ei nehmen auch die 
Nebenfruchthdhlen in betrichtlichem MaBe teil. Letztere werden an Filiissig- 
keit immer reicher. Nur in den letzten Tagen der Inkubation wird die 
Fliissigkeit der Nebenfruchthéhlen vom Embryo zuriickresorbiert. 


SchlieBlich mu8B man auch den Wasserverlust infolge Verdunstung 
durch die Eischale beriicksichtigen. 


In welcher Weise vollzieht sich nun diese Wanderung des Wassers ? 


Die Anreicherung des Dotters mit Fliissigkeit behandelten einige 
Forscher als unmittelbaren Ubergang des Wassers aus dem Eiereiwei8 
19* 
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in den Dotter [Foster und Balfour (11), Bellini (5)], aus dem Dotter 
gehe es alsdann in den Embryo iiber. Diese Vorstellung erscheiy: 
uns sehr wenig wahrscheinlich. In den sich nicht entwickelnden Ejerp 
sieht man selbst bei lange dauerndem Verweilen im Inkubator fag 
gar keinen Ubergang aus dem EiereiweiB in den Dotter. Ferner beob. 
achtet man, wie oben erwihnt wurde, die gréBte Verfliissigung de 
Dotters unmittelbar unterhalb des Embryos. Wenn das Wasser des 
EiereiweiBes durch die Dottermembran in den Dotter und aus dem 
Dotter in den Embryo resorbiert werden wiirde, so miiBte man un. 
gekehrte Verhaltnisse erwarten. Beginnt nun der Dotter, wasseriirmer 
zu werden, d. h. resorbiert der Embryo das Wasser aus dem Dotter 
so wird die Konsistenz des Dotters gleichmaBig. Die Bahn des Wasser: 
fiihrt durch die Fruchtnebenhéhlen und natiirlich auch durch dey 
Embryo. Somit existiert anfangs eine starke Strémung des Wasser: 
in den Embryo und aufBerdem durch diesen in den Dotter und di 
Fruchtnebenhéhlen. Der Dotter erreicht bald den maximalen Wasser. 
gehalt; vom zehnten Tage an beginnt wieder ein Riickstrom in dep 
Embryo und in die Fruchtnebenhéhlen, die immer reicher an Fliissigkeit 
werden. In der letzten Inkubationswoche tritt eine Wendung auc! 
fiir die letzteren ein, ihre Fliissigkeit wird vom Embryo riickresorbiert 
Die absolute Menge des Wassers im Embryo wichst bis zum Durch. 
bruch des Kiichleins durch die Eischale an. 

Gleichzeitig mit diesen Wanderungen des Wassers erfolgt di 
Wasserabgabe infolge Verdunstung durch die Eischale, wobei in der 
ersten Woche die EiereiweiBmasse das Wasser unmittelbar abgibt 
und im weiteren der Embryo selbst durch die mit Blut reichlich versorgt 
serjse Membran. 

Die Quelle der Krafte, die den Ubergang des Wassers aus den 
einen Stoff in den anderen bedingt, laBt sich, worauf schon Bialasz. 
wicz (6) hinweist, nicht nur in den Differenzen des osmotischen Druckes 
erkennen. Aber wenn man annimmt, daB der Embryo das zentrale 
Glied der Kette bildet, die das Wasser bei seinen Wanderungen passiert 
so fallt der Parallelismus zwischen den Wendepunkten im Wassergehalt 
der Stoffe des sich entwickelnden Eies und der Differenz des osmotischen 
Druckes zwischen dem Embryo und den entsprechenden Stoffen auf 
[Uber den osmotischen Druck vgl. die Angaben von Bialaszewicz (6). 
Gerade der Strom des Wassers in den Embryo ist mit dem héheren 
osmotischen Druck in demselben verkniipft. Nach Bialaszewicz besteht 
ein Widerspruch darin, daB bei Vorhandensein der in bezug auf den 
Embryo hypertonischen Amnialfliissigkeit (sechster bis zehnter Tag 
eine Anreicherung des Embryos mit Wasser beobachtet wird, er |aut 
sich jedoch beseitigen, wenn man beriicksichtigt, daB zu dieser Zeit 
der Embryo das Wasser durch die hypotonischen Stoffe — das Eiereiwei! 
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wd darauf den Dotter — anreichert. In den letzten Tagen aber wird 
die Amnialfliissigkeit durch den Embryo resorbiert, wenn der osmotische 
Druck im Embryo den der Amnialflissigkeit tibersteigt. Diese Frage 
wird ihre endgiiltige Lésung dann finden, wenn die Veranderungen 
der Gesamtmenge des EiereiweiBes an amnialer und allantoider Fliissig- 
keit klargestellt sein werden. 

AuBer der Energie des osmotischen Druckes miissen wir noch 
mit den Kraften rechnen, welche mit der Fahigkeit der EiweiBsubstanzen 
zum Aufquellen verbunden sind. Nach den Angaben fiir andere Gallerten 
kann die Intensitaét der Aufquellung, wenn der Gehalt an festen Sub- 
stanzen 40 Proz. betragt, wie das beim Eiereiwei8 in den letzten Tagen 
eines Vorhandenseins der Fall ist, einige Atmosphiren erreichen 
(vgl. Héber (18), Freundlich (12)]. Um einer solchen Gallerte das Wasser 
m entziehen, miissen diese Krafte tiberwunden werden. Die Differenz 
des osmotischen Druckes ist dafiir nicht ausreichend. In diesem Falle 
liegt ein komplizierterer Mechanismus vor, dem wohl die ungleiche 
Durchlassigkeit der embryonalen Membranen fiir verschiedene Sub- 
stanzen in verschiedenen Richtungen zugrunde liegt. Dieses Problem 
werden wir spiter weiter verfolgen. 


Die Veranderungen der Gesamtmenge der Elektrolyte im Eier- 
eiwei8 des sich entwickelnden Eies sind noch nicht geniigend studiert. 
Es liegt nur eine Arbeit von Bellini vor, aber erstens sind dort nur 
relative Angaben gemacht, da zwar der Widerstand des Eiereiweibes 
im MeBgefaB angegeben, die Kapazitét des WiderstandsgefaBes aber 
nicht mitgeteilt ist, zweitens ist die Veranderung nur bis zum achten 
Tage verfolgt worden, wihrend das Eiereiweif erst am 16. bis 17. Tage 
verschwindet, und drittens ist die Deutung der erzielten Ergebnisse 
unbefriedigend. 

Wir bedienten uns der iiblichen Vorrichtung von Kohlrausch mit dem 
Telephon. Die Messung wurde im U-férmigen GefaéB mit groBer Widerstands- 
kapazitat und weiBem Platin als Elektrode ausgefiihrt. Die Widerstands- 
kapazitat wurde von Zeit zu Zeit durch die Leitfaihigkeitsbestimmung 
einer genauen Gewichtsprobe gegliithten Chlorkaliums gepriift [Kohlrausch 
und Holborn (22)}. Die Anfiillung des WiderstandsgefaéBes bot in den letzten 
Tagen des Vorhandenseins des EiereiweiBes wegen dessen Dichte groBe 
Schwierigkeiten. Durch vorsichtiges Ansaugen am anderen Schenkel des 
U-férmigen GefaBes gelarg es jedoch in allen Fallen, den nétigen Raum 
ohne Blaschen vdéllig anzufiillen. Die Entfernung des EiereiweiBes bereitete 
noch gréBere Schwierigkeiten ; wir gelangten zum Ziele durch Verdiinnung 
des EiweiBes, indem wir es mit konzentrierter Lauge iibergossen und 
wahrend 24 Stunden an einem warmen Orte stehen lieBen. 

Die Bestimmungen wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Das 
Widerstandsgefa8 tauchte in ein Wasserbad ein. Die Temperatur wurde 
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mittels zweier Thermometer — eins im Wasserbad und das andere in einer, 
Schenkel des GefaiBes — kontrolliert. Die erhaltenen Angaben sind ay; 
eine Temperatur von 18° reduziert, wofiir in der ganzen Versuchsreihe 
Temperaturkorrektur bestimmt ist. Im Durchschnitt betragt sie 2,3 Pro, 
der Leitfahigkeit fiir je 1°C. 

In den Tabellen sind die Zahlen in den Einheiten von Kohlrause) 
angefiihrt, d.h. man nimmt fiir die Einheit der Leitfahigkeit das Leit. 
vermégen derjenigen Substanz, deren Séule von lem Lange in 1 ge) 
Querschnitt den Widerstand 1 Ohm hat. 


Die Leitfahigkeit des Eierklars der Eier, welche nicht der Inky. 
bation ausgesetzt waren, betrugim Durchschnitt 7,6. 10—4(s. Tabelle II] 


Tabelle Ill. 


Die elektrische Leitfahigkeit des EiereiweiBes der Hiihnereier, welche nic}: 
der Inkubation ausgesetzt waren. 





Nr. 103 . x18 Nr. 103. x5 


ll 7,50 
12 8,02 
13 7,37 


Im Durchsch 7,60 








Die Leitfahigkeit des EiereiweiBes derjenigen Eier, welche der 
Inkubation ausgesetzt waren und sich nicht entwickelt hatten, ver. 
gréBert sich allmahlich infolge der Verdunstung des Wassers un 
der dadurch bewirkten Konzentrierung des EiereiweiBes. Bei lang 
dauerndem Verweilen im Inkubator kann die Steigerung betrichtlic! 
sein. In dieser Hinsicht ist die Porositaét der Eischale von groBer Be. 
deutung. 

Tabelle IV. 


Elektrische Leitfahigkeit des EiereiweiBes der Hiihnereier, welche der 
Inkubation ausgesetzt waren, aber sich nicht entwickelt hatten. 





Inku- 103. *18 





16 8,11 
18 11,94 
19 9,36 
20 9,58 





Im Eiereiwei3 sich entwickelnder Hiihnereier beobachtet mar 
eine schroffe Veranderung der Leitfahigkeit. 
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Tabelle V. 
Elektrische Leitfahigkeit des EiereiweiBes sich entwickelnder Hiihnereier. 





Nt =. 10°. #16 ocatttbek Ne * 10°. 16 an 
7,91 17 5,07 
8,39 18 5,28 

7.78 ; 19 3,92 471 
8,97 20 

8,84 
7,28 3,24 
7,28 ’ 

8,18 


>  m CO CW bo bo DO dO bo 





Wie man aus der Tabelle ersieht, bemerkt man anfangs, am zweiten 
bis dritten Tage, eine leichte Steigerung der elektrischen Leitfahigkeit. 
Dann findet vom vierten bis fiinften Tage an eine Abnahme der Leit- 
fahigkeit statt, die besonders pragnant vom fiinften bis zum zehnten Tage 
ist. Man darf jedoch nicht annehmen, daB sich die Gesamtmenge 
der Elektrolyte in demselben Grade verringert wie die Leitfahigkeit, 
wie das seinerzeit noch Bellini vermutete. 

Arrhenius (2) hat klargestellt, daB das Hinzufiigen der Nichtelektrolyte 
zur Lésung deren Leitfahigkeit herabsetzt. Bugarski und Tangl (9) haben 
in ihrer Arbeit gezeigt, daB EiweiBsubstanzen auch die elektrische Leit- 
fahigkeit der Lésung herabsetzen. Aus ihren Versuchen haben sie den 
SchluB gezogen, daB je 1 Proz. Serumalbumin die Leitfahigkeit der Lésung 
um 1,82 bis 3,54 Proz. (im Durchschnitt um 2,5 Proz.) herabsetzt. Jackson 
und Bothera (21) geben bei der Untersuchung der Leitfahigkeit der Milch eine 
Korrektion von 2,77 Proz. auf 1 Proz. Albumin. Endlich geben Gram und 
Cullen (13) fiir das Blutserum eine Herabsetzung von 2,2 Proz. auf 1 Proz. 
Albumin. Atchley und Nichols (3) modifizierten die Formeln, die Bugarski 
und Tangl, sowie spater Gram und Cullen angewandt hatten. Sie glaubten, 
die elektrische Leitfahigkeit des abdialysierten Albumins sei nur von EiweiB- 
ionen abhangig, wahrend in Wirklichkeit ein Teil der Elektrolyte nur durch 
Elektrodialyse entfernt werden kann (Pauli). Daher werde ich auf all diese 
Erérterungen nicht eingehen. 


Alle oben genannten Autoren arbeiteten mit Fliissigkeiten, die 
eine geringe EiweiBmenge (weniger als 10 Proz.) enthielten. Bei 
gréBerem EiweiBgehalt besteht natiirlich keine Linienabhingigkeit 
zwischen der Menge der EiweiSstoffe und der Korrektion fiir die elek- 
trische Leitfahigkeit. Fiir andere Nichtelektrolyte (Alkohole, Aceton, 
Harnstoff, Rohrzucker usw.) ist von Arrhenius (2) erwiesen, daB mit 
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groBer Annaherung die elektrische Leitfahigkeit der Léisung, welche 
die Nichtelektrolyte enthalt, durch folgende vereinfachte Interpolations. 
formel ausgedriickt werden kann: 


2 
t=h(1— $2). 


Dabei ist / die elektrische Leitfihigkeit der Lésung, die x Vol.-Proz. 
der Nichtelektrolyte enthalt, und J, die elektrische Leitfahigkeit der 
reinen Lésung, a der Koeffizient, der von der Art der Elektrolyte der 
Lésung abhangt und von der Art der Nichtelektrolyte, welche zur 
Lésung hinzugefiigt werden. 

Der Mechanismus des Einflusses der EiweiBe auf die elektrische 
Leitfahigkeit der Fliissigkeit mu8 noch komplizierter sein, da die 
Eiweibstoffe selbst schwach dissoziierende Elektrolyte vorstellen. Als 
Elektrolyte miissen sie die Leitfahigkeit etwas erhéhen. Die Erschei- 
nungen der chemischen Bindung [Bugarski und Liebermann (8), 
Ringer (28)], die Adsorptionserscheinungen, verringern die Anzahl der 
freien Ionen oder andern ihre Verteilung. Da die EiweiBteilchen ein 
gewisses Volumen einnehmen, steigern sie einerseits die Konzentration 
der intermicellaren Fliissigkeit, andererseits bilden sie ein Hindernis 
fiir die sich bewegenden Ionen [,,nichtlésender Raum“‘ — Polanyi (27), 
Augsberger (4)]._ Es verindert sich die innere Reibung, es andert sich 
auch die dielektrische Konstante [Hafner (14), Bliih(7)]. Anders 
ausgedriickt, tritt dabei eine Reihe mechanischer, elektrostatischer 
und elektrokinetischer Faktoren auf. Die véllige Abhaingigkeit zwischen 
der elektrischen Leitfahigkeit und dem EiweiSgehalt muB sich in Form 
einer sehr komplizierten Funktion mit groBen Potenzen der unab- 
hangigen Variablen und mit einer Reihe von Koeffizienten auBern, 
welche vom Charakter des Eiweifstoffes und dem Charakter und der 
Menge der Elektrolyte abhingen. Da man die grofen Potenzen im 
Falle eines nicht groBen Prozentgehaltes des EiweiBes verwerfen kann, 
so kann man sich fiir die erste Anniherung der Quadratgleichung 
bedienen. Wir versuchten insbesondere die Formel von Arrhenius 
mit einigen Veranderungen anzuwenden. Als vergleichende Gribe 
nahm man nicht /, (elektrische Leitfahigkeit der reinen Lésung, welche 
dieselbe Menge Elektrolyte im Volumen der untersuchten Flissigkeit 
enthalt), sondern J, (die elektrische Leitfahigkeit der intermicellaren 
Fliissigkeit, d. h. die Leitfahigkeit der Lésung, welche dieselbe Menge 
Elektrolyte im Volumen der ganzen Fliissigkeit minus das vom Eiweil 
selbst eingenommene Volumen enthalt). Endlich versteht man 
unter z den Gewichtsprozentsatz der EiweiBstoffe und nicht ihr 
Volumprozent. Zwischen /, und 1; mu8 folgende Abhangigkeit vorliegen: 


: = A728 wo V das Gesamtvolumen und vy » das Volumen 
% 
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des nichtlésenden Raumes — eines von Polanyi (27) eingefiihrten 
und von Augsberger entwickelten Begriffs — vorstellt. 


Fiir die Feststellung des Koeffizienten sind Versuche mit lange 
dauernder Dialysation des EiereiweiBes in Collodiumhiilsen oder in Abder- 
haldenschen Hiilsen angestellt worden. Bestimmt wurde nach Einstellung 
les Gleichgewichts die elektrische Leitfahigkeit der inneren ywnd déuBeren 
Fliissigkeit und der Prozentgehalt der festen Substanzen. Bei sehr lange 
dauernder Dialysation ging in das Dialysat eine gréBere oder geringere 
Menge EiweiGstoffe iiber. Sie wurde durch Berechnung der Menge fester 
Substanzen und der elektrischen Leitfahigkeit festgestellt. Die Berechnung 
wurde dementsprechend komplizierter. 


Tabelle VI. 
EinfluB des EiweiBgehalts auf die elektrische Leitfahigkeit. 





Feste 
Proz. fester Substanzen 103. x 


Substanzen Art der Elektrolyte 


f 
a berechnet | 
Dialysat 0,82 8.91 | Elektrolyte des 

EiereiweiB 10,28 7, EiereiweiBes 
Dialysat 2,27 11,8 Elektrolyte des 
EiereiweiB 21,43 7,38 EiereiweiBes + KCl 
Dialysat 5,63 6,54 Elektrolyte ‘des 
EiereiweiB 27,60 3,90 EiereiweiBes 
Dialysat 5,74 a Elektrolyte des 
EiereiweiB 21,27 49.6 EiereiweiBes + KCl 
Dialysat 7,23 84.4 0.023 Elektrolyte des 
EiereiweiB 25,58 52,8 ’ EiereiweiBes + KCl 
Dialysat 5,84 68,4 0.025 Elektrolyte des 
EiereiweiB 26,54 37,4 ’ EiereiweiBes + KCl 


Dialysat 10,22 129,0 0.025 Elektrolyte des 
EiereiweiB 34,43 60.8 ’ EiereiweiBes + KCl 


AuBerdem wurde noch folgender Versuch angestellt: 

Das dialysierte und im Vakuum eingedampfte Eiereiwei8 ist mit der 
Léisung des Chlorkaliums vermischt. Eiweifsubstanzen 16,87 Proz., 
= 9,94 . 10-3, die elektrische Leitfahigkeit, nach der Leitfahigkeit des dialy- 
sierten EiereiweiBes und nach der Leitfahigkeit des Chlorkaliums berechnet 
12,58. 10-3, wenn man das spezifische Volumen des EiweiBes fiir 0,8 
(Polanyi) annimmt, ist a = 0,021. 

Wenden wir uns den erhaltenen Ergebnissen zu, so miissen wir 
bemerken, daB sie vorerst nur eine orientierende Bedeutung haben. 
Es ist ein gewisser Fehler bei Bestimmung der Eiweifistoffmengen 
nach dem Gehalt an festen Substanzen und der Leitfahigkeit méglich, 
sodann kann das EiereiweiB in verschiedenen Abschnitten kleine 
Schwankungen im Prozentgehalt der festen Substanzen aufweisen. 
Ferner darf man nicht die Konzentration des Dialysats mit der Kon- 
zentration der intermicellaren Fliissigkeit identifizieren. Man mu 
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hierbei den Donnanschen Effekt in Betracht ziehen. Seinen Einfluf 
auf die Elektrolyte unter den Bedingungen des Blutserums bewertet 
Hecht (17) mit 19cm Wassersiiule, was ungefahr 0,02 Atmosphiiren 
betragt. Ist das EiereiweiB, das eine grobe EiweiBmenge enthalt 
im Gleichgewicht, so muB dieser EinfluB noch gréBer sein. Beriick. 
sichtigt man jedoch, daB der osmotische Druck der Elektrolyte des 
EiereiweiBes iiber 3 Atmosphiren betragt, so wird dieser Fehler einige 
Prozente nicht iibersteigen. Bei groBen Elektrolytmengen (Versuche IV 
bis VII) wird der Donnaneffekt ausgeschlossen, aber die groBe Menge 
der Elektrolyte mu8 an sich den Koeffizienten verandern. 

Fiir die Konzentration der Elektrolyte, die im Eiereiweif des Hiihner. 
eies beobachtet werden, ist a gleich 0,022 bis 0,023. Zieht man in Be. 
tracht, daB die Korrektion fiir EiweiB, die von anderen Autoren vor. 
geschlagen worden ist, in weiten Grenzen schwankt (1,84 bis 3,54) und 
dabei fiir Faille mit groBem Gehalt an festen Substanzen nicht an 


‘ Oe 
wendbar ist, so muB man zugeben, daB die Formel | = J, ( l—<s1 


ziemlich zufriedenstellend die beobachteten Verhiltnisse wiedergilt 
Eine genauere Priifung der beschriebenen Verhiiltnisse ist notwendig 
und mu8 den Gegenstand einer besonderen Arbeit bilden. 

Berechnet man die elektrische Leitfahigkeit der intermicellaren 
Fliissigkeit des EiereiweiBes an den verschiedenen Entwickhingstagen, 
so erhalt man die folgende Kurve (Abb. 1): 
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Abb. 1. 








Elektrische Leitfahigkeit des Eiereiweifies der intermicellaren Flissigkeit. 
e 


(3%) 


Die angefiihrten Kurven ergeben folgendes: Extrapoliert mai 
zu einem noch gréBeren EiweiBgehalt, so verandert sich die Inter 
micellarfliissigkeit — dasjenige Medium, welches tatsiachlich die resor- 


Elektrische Leitfihigkeit, berechnet nach der Formel |; = 
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bierenden serésen Membranen der Frucht umspiilt — in bezug auf 
die Gesamtmenge der Elektrolyte fast gar nicht. Eine raschere Ent- 
fernung der Elektrolyte aus dem EiereiweiB als die des Wassers tritt 
nicht ein. Die Resorption des Wassers und der Elektrolyte verliuft 


ungefahr parallel. 


Iv. 

Nachdem die Angaben iiber die elektrische Leitfihigkeit mit 
geniigender Ausfihrlichkeit gepriift worden waren, veranlaBte uns die 
starke Herabsetzung der Leitfihigkeit, die Frage nach dem osmotischen 
Druck des EiereiweiBes in den letzten Tagen der Inkubation wieder 
erneut in Angriff zu nehmen. Uber die ersten Tage der Inkubation 
existiert eine eingehende Arbeit von Bialaszewicz (6). 

Nach seinen Angaben betrigt die Depression des Gefrierpunkts bei 
frischen Eiern 0,423 bis 0,460, am sechsten Tage 0,429 bis 0,443, am achten 
Tage 0,444. Wir haben die Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung fiir 
das EiereiweiB frischer Eier und fiir Eier am 8. bis 14. Entwicklungstage 
ausgefiihrt. 

Methodik. 


Wir benutzten den iiblichen Apparat von Beckmann. Das Thermometer 
wurde durch n/l10 KCl-Lésung gepriift, dessen Depression mit 0,345° C 
angenommen ist [Hamburger (15), Tabelle von Loomis]. Man goB 10 bis 12cem 
EiereiweiB bis 0,5cm iiber den oberen Rand des Thermometerreservoirs. 
Die Temperatur der Kaltemischung betrug 4 bis 5° unter Null. Die Be- 
stimmung der Gefrierpunktserniedrigung frischer LEier geschah ohne 
Schwierigkeiten. 

Die Bestimmung der Gefrierpunktsdepression des zaihen, an festen 
Substanzen reichen EiereiweiBes am 10. bis 14. Tage der Inkubation be- 
gegnete einer Reihe von Schwierigkeiten. Die erste bestand darin, daB die 
mit der Geschwindigkeit einer Bewegung in der Sekunde empfohlene Ver- 
mischung eine wahraehmbare Erwirmung des EiereiweiBes nach sich zieht. 
Der Thermometermeniskus bleibt nicht stehen, sondern beginnt, wenn 
auch duBerst langsam, zu steigen. Um diese Erscheinung zu vermeiden, 
wandten wir bei der Vermischung den Rhythmus einer Bewegung in 
2 Sekunden an. Ferner muB6 die Differenz zwischen der Temperatur der 
Kaltemischung und der des EierweiBes den Gefrierpunkt etwas herab- 
setzen [Nernst (25), Hamburger (15), ,,Konvergenztemperatur‘‘]. Die 
Anwendung von Kryohydratgemischen (FeSO,) miBlang, da in diesen 
Fallen nach der Uberkiihlung bis zur Temperatur des Kryohydratgemisches 
der Quecksilbermeniskus des Thermometers so langsam stieg, da®B es un- 
méglich war, einen Punkt seines Stillstandes festzustellen. Endlich noch 
ein dritter Umstand — a priori: Bei der Wassergefrierung wird die ent- 
stehende Warme nicht nur fiir die Erwarmung des iiberkiihlten Wassers, 
sondern auch fiir die der iiberkiihlten Teilchen des EiweiBes verbraucht 
werden, was zu einer gewissen Konzentrierung der Fliissigkeit fiihren muB, 
ehe der Gefrierpunkt erreicht wird. 

Der erste Faktor ist seiner Wirkung nach den beiden letzten entgegen- 
gesetzt, auf diese Weise kommt eine gewisse gegenseitige Neutralisation 
zustande, aber zweifellos kann der Fehler einige hundertstel Grade betragen. 
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Die Angaben fiir frische Eier befinden sich innerhalb der Grenzen der 
von Bialaszewicz angefiihrten Werte. 


Tabelle VII. 


Depression des Gefrierpurnkts des EiereiweiBes frischer Eier. 





" Nr. | . Nr. 
der Eier | °C der Eier °c 


I 0,415 4 0,478 

2 0,438 A 0,438 

3 0,428 
/ 


Man erhalt fiir die Eier in den letzten Tagen des Vorhandenseins ces 
EiereiweiBes etwas héhere Zahlen. 


Tabelle VIII. 
Depression des Gefrierpunkts des EiereiweiBes sich entwickelnder Hiihnereie: 





Inku- Anzahl @ Inkus Anzahl 
Nr. bationstage der Eier c Nr. bationstage der Eier 


8 0,464 12 
9 0,49 12 
10 0,49 13 
il | 047 13 
F 0,49 10 14 





Zieht man alle methodischen Schwierigkeiten in Betracht, so 
kann die SchluBfolgerung von Bialaszewicz — geringe Verinderung 
des osmotischen Druckes des Eiereiweifes in den ersten 6 bis 8 Tagen 
der Entwicklung -- auch auf die folgenden Tage iibertragen werden. 

Wenn eine geringfiigige Veranderung vorliegt, so liegt sie im Sinne 
einer Steigerung der Depression. Da im frischen Ei der Hauptteil 
des osmotischen Druckes durch Elektrolyte bedingt ist und bei der 
Inkubation eine groBe Menge von Nichtelektrolyten sich nicht bildet, 
dagegen ein Teil der Nichtelektrolyte (Zucker) verschwindet, so be- 
stiitigen diese Angaben noch einmal die Erwigungen, die im Kapitel 
tiber die elektrische Leitfaihigkeit des EiereiweiBes entwickelt sind. 
Die intermicellare Fliissigkeit wird an Elektrolyten fast gar nicht 
armer. 

Wenn man einen hohen Dispersionsgrad der EiweiBsubstanzen 
des EjereiweiBes annimmt, so ist es méglich, daB einige hundertstel Grade 
durch die Kapillaritat des Systems bedingt sind [Bechhold, Bachmetjew, 
zitiert nach Ostwald (26))}. 

Bei der Entwicklung des Hiihnereies verindert sich auch die 
Reaktion des EjereiweiBes, d. h. die Wasserstoffionenkonzentration 


in demselben. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration im EiereiweiB des sich entwickelnden 
Hiihnereies stellte Aggazzotti (1) fest. Fiir das frische Ei gibt er die Werte 
py 7.96 bis 8,99 an. Am elften Tage iiberschreitet die Reaktion den 
Neutralpunkt, und nach 14 Tagen sinkt py bis 6,14. Die titrierte Alkalinitat 
bei a-Naphtholphthalein als Indikator (Umschlag der Farbe bei py 7,20 bis 
8,60) ist beim frischen Ei 1,3 cem n/100 H,SO, auf 1g des EiereiweiBes, 
nach 8 bis 7 Tagen der Inkubation 0. Spater zeigt das EiereiweiB schon 
eine gewisse Aciditét, welche am 14. Tage’ 2,02 ccm n/100 NaOH auf lg 
EiereiweiB erreicht. 

is entsteht die Frage, wieweit dieser Reaktionswechsel von der 
Anhiufung der Kohlensiure und inwieweit er von nicht fliichtigen 
Sauren abhingt. So erwies Tomita (31) eine Zunahme der Milchsiure 
bis zum fiinften Tage von 0,0058 bis 0,0763 Proz.; am 14. Tage wird 
der Gehalt an Milchsiure wieder sehr klein. Angaben iiber andere 
Sauren fanden wir nicht. Um diese Frage zu lésen, fiihrten wir die 
Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration [Grundwasserstoff- 
zahl — Ylppé (23), Héber (19)] im EiereiweiB aus, das durch lange 
dauernde Wasserstoffdurchleitung von CO, befreit worden war. 


Methodik. 


Wir benutzten die Lehmannsche Mikroelektrode [Lehmann (23)]. Wie 
aus der Arbeit von Wladimiroff und Galwialo (32) hervorgeht, besitzt diese 
Elektrode besondere Vorteile fiir die Bestimmung des py in sehr zihen 
Fliissigkeiten und in Gallerten, weiter wird bei lange dauernder Wasserstoff- 
durchleitung die Kohlenséiure ebenso vollkommen entfernt, wie auch bei 
der vorlaufigen Entfernung der Gase im Vakuum. Das Potential stellt sich 
nach 3 bis 5 Stunden auf konstante Héhe ein. Der Sicherheit wegen wieder- 
holte man die Bestimmung im Laufe von 2 bis 3 Stunden nach der Ein- 
stellung des Potentials, so daB die gesamte Dauer jedes Versuchs 6 bis 
8 Stunden betrug. Die Messungen sind in der itiblichen Vorrichtung nach 
Michaelis bei der Temperatur 15 bis 18° C ausgefiihrt. 


Tabelle IX. 


Wasserstoffionenkonzentration (py) im EliereiweiB sich entwickelnder 
Hiihnereier nach Entfernung der CO, (Grundwasserstoffzah]). 





Nr. Inkubationstage Pu Nr. | Inkubationstage Pu 


9,29 14 10 


930 15 11 
9,50 16 12 
9,32 17 13 
18 13 
19 15 
20 16 
21 20 


Unbefruchtete Eier 


9 9,38 
19 8,90 
21 8,88 
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Aus unseren Angaben geht hervor, daB, wihrend das py des Fier. 
eiweifes sich nicht entwickelnder Eier keine starken Veranderungey 
erleidet, bei den sich entwickelnden Eiern eine Verinderung im Sinne 
der Abnahme der Alkalinitaét zustande kommt, was bereits von Aggazzotti 
erwiesen worden ist. In Ergiinzung zu seinen Angaben kann man 
folgende SchluBfolgerungen ziehen. Bei Entfernurg der CO, iiber- 
schreitet das EiereiweiB selbst nach 16 Inkubaticnstagen den Neutral. 
punkt nicht. Jene Aciditit, welche Aggazzotti elektrometrisch und 
durch Titration mit a-Naphtholphthalein bestimmte, hingt von der 
Kohlensaiure ab. Die Abnahme der Alkalireserve ]aBt sich entweder 
durch ihren Ubergang in den Kérper des Embryos oder durch eine 
Zunahme des Gehalts an irgendwelchen organischen Siuren, oder 
durch Bindung der Alkalireserve durch Eiweifsubstanzen des Eier-. 
eiweifes erkliren. Letzteres ist deswegen wahrscheinlich, weil die 
EiweiBsubstanzen Ampholyte mit dem iscelektrischen Punkte bei 
Pu 5 bis 6 vorstellen, d. h. mit dem Uberwiegen der Saiuregruppen; 
die betrichtliche Zunahme der EiweiBkonzentraticn muB8 sich in der 
Reaktion aufern. 

Es ist méglich, daB die EiweiBsubstanzen auferdem die Kohlen. 
siure fest binden und auf diese Weise nun indirekt die Reaktion beein- 
flussen. 

VI. 

Bei Zusammenfassung der erhaltenen Daten ergibt sich folgendes 
Bild der Verinderungen bei der Entwicklung des Hiihnereies. Von 
den ersten Tagen der Entwicklung an beginnt das Wasser, energisch 
zu wandern. In den ersten Entwicklungstagen geht das Wasser aus 
dem EiereiweiB in den Embryo tiber, von dort in den Dotter und in 
die Fruchtnebenhéhlen. Vom zehnten Tage an geht das Wasser aus 
dem EiereiweiB und aus dem Dotter in den Embryo und von dort in 
die Fruchtnebenhéhlen iiber. In den letzten Entwicklungstagen tritt 
das Wasser aus den Fruchtnebenhéhlen in den Embryo zuriick. Im 
Laufe der ganzen Zeit der Inkubaticn kommt parallel der Wanderung 
des Wassers ein Verlust durch die Eischale infolge Verdunstung zu- 
stande. Diese Wasserwanderung mufB mit dem Aufwand einer be- 
stimmten Arbeit verbunden sein. Besonders betrichtlich muB diese 
Arbeit bei der Wasserresorpticn aus dem an festen Stoffen reichen 
Eiereiwei8 in der zweiten Entwicklungswoche sein. 

Die Wasserstofficnenkonzentration verindert sich im Eiereiwei! 
nach der fiir die Wasserresorpticn giinstigen Seite. Sie verandert sich 
nimlich nach der Seite der Herabsetzung des py hin, d. h. im Sinne 
der Annaherung an den iscelektrischen Punkt der EiweiSsubstanzen, 
bei welchem der Verlust der Quellungsfihigkeit der EiweiBstoffe am 
leichtesten vor sich geht. 
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Die vom Standpunkt ihrer Gesamtmenge aus betrachteten Elektro- 
lyte scheinen eine dem Wasser ahnliche Bahn zuriickzulegen. Die 
grobe Herabsetzung der elektrischen Leitfahigkeit bereitete seinerzeit 
Bellint groBe Schwierigkeiten hinsichtlich der Erklarung dieser Tat- 
sache. 

Von zwei Voraussetzungen verwirft er die erste iiber die Bildung 
nicht dissoziierender Eiweifsalze auf Grund der Versuche von Fano 
und Enriquez und neigt sich mehr der zweiten zu: der Embryo schépft 
die Salze aus dem Dotter, und in den Dotter treten die Salze aus dem 
EiereiweiB ein, welches somit an Elektrolyten armer wird. Hinsichtlich 
der elektrischen Leitfihigkeit des Eiereiweifes geben wir durch Pri- 
zisierung und Erweiterung der Angaben von Bellini eine ganz andere 
Erklarung dieser Tatsache. 

Wenn wir in bezug auf die Gesamtmenge der Elektrolyte Wande- 
rungen ahnlich der Wasserwanderung bemerken, so miissen wir hin- 
sichtlich des Ubergangs einzelner Ionen aus den einen embryonalen 
Stoffen in die anderen kompliziertere Verhiltnisse erwarten — Er- 
scheinungen der ungleichen Geschwindigkeit der Resorption und Aus- 
scheidung, Erscheinungen des Ionenumsatzes, -wechsels usw. 

Nach den von uns festgestellten Angaben iiber die Leitfihigkeit 
des Eiereitweifes der amnialen und allantoiden Fliissigkeit unterscheiden 
sie sich voneinander, was von der Abgeschlossenheit dieser Systeme 
zeugt. Dadurch wird auch die an sich wenig wahrscheinliche Behauptung 
von Hirota [zitiert nach Bywaters (10)] tiber die Kommunikation des 
Riereiweifes vom 11. Tage an mit der amnialen Héhle und iiber die 
Méglichkeit der Resorption des Eiereiweifes durch die letztere widerlegt. 

Die Erscheinungen der Resorpticn der Eiereiweifbestandteile, 
die Erscheinungen der Ausscheidung der Bestandteile der Frucht- 
nebenhéhlen und ihrer partiellen Riickresorption erfordern einen 
Arbeitsaufwand. Daher muff man den Begriff von Tangl (29) tiber 
die Entwickhungsarbeit detaillieren, indem man die fiir die Resorption 
wid Ausscheidung verschiedener Produkte und die fiir die Synthese 
der Gewebe des Kérpers aus dem Nahrmaterial erforderliche Arbeit 
witerscheidet (,,Neubildungsarbeit“ und ,,Wachstumesarbeit‘), sowie 
die fir die Erhaltung der Lebensfaihigkeit der letzteren nétige ,,Er- 
haltungsarbeit “ (30). 

Somit haben wir eine Reihe héchst interessanter Probleme vor 
uns, welche den Gegenstand unserer weiteren Arbeit bilden werden. 


SchluBfolgerungen. 
1. Die Menge der festen Substanzen im Eiereiweif sich ent- 
wickelnder Hiihnereier wichst in den letzten Tagen des Vorhandenseins 
des Eiereiweifes bis zu 40 Proz. an. 
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2. Die Menge der festen Substanzen des Dotters verringert sich 
in der ersten Woche stark, nach dem zehnten Tage kehrt sie zur wr. 
spriinglichen Norm zuriick und iibersteigt am SchluB der Inkubation 
den Anfangswert. 

3. Der Ubergang des Wassers aus dem einen Stoff des Eies in 
den anderen geschieht durch den Kérper des Embryos. 

4. Die elektrische Leitfihigkeit des EiereiweiBes fallt bei der 
Entwicklung von 7,6.10~3 im Beginn der Inkubation auf 3. 10~ 
zum SchluB des Vorhandenseins des EiereiweiBes. 

5. Bei groBen Konzentrationen des EiweiBstoffes ist die Linien. 
abhingigkeit zwischen der: elektrischen Leitfahigkeit und der Eiwei(. 
menge (Tangl und Bugarski u.a.) nicht anwendbar. 

Die Anwendung der entsprechend abgeinderten Formel vor 
Arrhenius gab fiir die Intermicellarfliissigkeit befriedigende Resultate 


6. Im Gesamtgehalt der Elektrolyte in der Intermicellarfliissigkeit 
des EiereiweiBes sich entwickelnder Hiihnereier kommen grofe Ver. 
anderungen nicht zustande. 

7. Der osmotische Druck des EjiereiweiBes, welcher nach der 
Depression des Gefrierpunktes bestimmt wird, wird zum Schluf des 
Vorhandenseins des EiereiweiBes etwas erhdéht. 

8. Die Wasserstoffionenkonzentration steigt im LEiereiweif} bei 
der Inkubation. Die Grundwasserstoffzahl, d. h. py nach der Ent- 
fernung der Kohlensiure, ist bis zum 16. Inkubationstage bestandig 
héher als 7,0, obgleich sie die ganze Zeit abnimmt. 


Zum SchluB spreche ich Herrn Prof. Dr. M.D. Iljin meinen tiefen 
Dank fiir die vorgeschlagene Arbeit und die Anleitung aus. Hern 
Dr. M.J.Galwialo danke ich herzlich fiir die standige Hilfe und An. 
leitung bei der Arbeit. 
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Beitrige zur Embryochemie und Embryophysiologie. 


II. Mitteilung: 


Zucker-, Rest- und Gesamtstickstoffgehalt im Eiereiwei8 sich entwickelnder 
Hihnereier’). 


Von 
G. E. Wladimiroff und A. A. Sehmidt. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der milita1 
medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. August 1926.) 


Im Verlauf der 21 Tage der Inkubation vollziehen sich im Hiihnerei 
chemische Prozesse, die mit der Verteilung und der Umwandlung 
der Ausgangsstoffe zusammenhingen. Eine Reihe physikalisch- 
chemischer Verinderungen ist von einem von uns in der vorhergehenden 
Mitteilung beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit sind die 
Veranderungen des EiereiweiBes in bezug auf den Gehalt an freiem 
Zucker sowie an Rest- und Gesamtstickstoff untersucht worden. 


Zucker des EiereiweiBes. 

Kojo (1) gibt fiir das Eiereiwei8 frischer Hiihnereier einen durchschnitt- 
lichen Zuckergehalt von 0,55 Proz. an. Parallel ausgefiihrte Bestimmungen 
nach der Reduktions- und Gaérungsmethode ergaben Werte, die nur innerhalb 
der Fehlergrenzen des Versuchs differieren. Mérner (2), der zugleich polari- 
metrisch und mit der Reduktionsmethode nach Fehling gearbeitet hat, 
bestatigte, daB die reduzierenden Substanzen des EiereiweiBes mit Glucose 
identisch sind. Der Zuckergehalt betrigt nach Mérner 0,40 bis 0,46 Proz 
Tomita (3) fand im EiereiweiB im Durchschnitt 0,47 Proz. 


Methodik. 
Wir begniigten uns mit einer einzigen — der Reduktionsmethode. 
Anfanglich bedienten wir uns der Methodik von Hagedorn-Jensen (4). 


Wir nahmen Gewichtsproben von 0,5 bis 1,0 g, zu je 0,1 g fiigte man 
so viel sedimentierendes Gemisch hinzu, wie man fiir 0,1 ccm Blut 


kongreB. 





1) Mitgeteilt am 27. Mai 1926 auf dem zweiten allrussischen Physiologen- 
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braucht (n/10 NaOH lcem, 0,45 proz. ZnSO, 5ccm). Bei groBer Zahig- 
keit des EiereiweiBes, was in den letzten Tagen seines Vorhandenseins 
beobachtet wird, wurde es vorlaufig mit einer geringen Menge physiologischer 
Kochsalzlésung vermischt. Nach der Sedimentierung der EiweiSstoffe und 
der Verdiinnung des Filtrats auf ein bestimmtes Volumen (100 bis 200 ccm), 
nahmen wir fiir die Analyse Portionen von 12ccm. Die weiteren Mani- 
pulationen wurden in der iiblichen Weise ausgefiihrt. 

Da die in den letzten Tagen des Vorhandenseins des EiereiweiBes 
nach der Methode von Hagedorn-Jensen erhaltenen Werte grobe 
Differenzen gegeniiber den Kontrollbestimmungen ergaben, wandten 
wir auBerdem ein anderes Verfahren — die Bertrandsche (5) Methode 
in der Modifikaticn von Michaelis (6) — an. Die Gewichtsprobe des 
EiereiweiLes nahm man ungefahr zu 1g. Alle Manipulationen wurden 
genau nach den Vorschriften von Michaelis ausgefiihrt.. Einige Schwierig- 
keiten bot mitunter das Sedimentieren der EiweiBsubstanzen. Indem 
wir innerhalb enger Grenzen die Konzentration des Ferrum oxyd. 
dialys. variierten, konnten wir stets ein véllig durchsichtiges farbloses 
Filtrat erzielen. Die Kontrollbestimmungen ergaben immer ein be- 
friedigendes Resultat. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I angefiihrt. 


Tabelle I. 


Zucker des EjiereiweiBes sich entwickelnder Hiihnereier. 





Ne | Imkubations. Ae atewct” | Ne, Inkubationse | 7A ue wel 
tage Gewichtsproben) tage Gewichtsproben) 

] 0 439 9 8 169 

2 0 406 10 9 fehlt 

3 4 435 ll 9 100 

4 4 334 12 10 fehlt 

5 6 285 13 12 - 

6 6 403 14 16 Be 

7 7 280 15 18 = 

8 8 150 





Wie man aus der Tabelle ersieht, fallt die Menge des im Eiereiweif 
befindlichen Zuckers rasch ab. Am 10. bis 11. Tage laBt sich nach der 
Methode von Michaelis kein Zucker mehr feststellen. Vergleichen 
wir unsere Ergebnisse mit den Daten der Literatur, so miissen wir 
die Arbeit von Bywaters (7) beachten. 

Dieser Autor bestimmte den Zucker des EiereiweiBes nach der Methode 
von Pavy und erhielt fiir frische Eier 0,32 Proz., einen niedrigerenWert 
als den von uns erhaltenen. Im Laufe der ersten Inkubationstage fiel bei 
ihm die Zuckermenge schroff ab und war am siebenten Tage gleich Null. 
In unseren Untersuchungsobjekten entdeckten wir Zucker bis einschlieBlich 
zum neunten Tage. Wir sind geneigt, anzunehmen, da8 dieses friihe 


20* 
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Verschwinden durch die Unvollkommenheit der Methodik bedingt sci. 
I. D. Gadaskina (8), die in unserem Laboratorium an denselben Objekten mit 
der Methode von M. J. Galwialo (9) gearbeitet hatte, stellte minimale 
Zuckermengen auch spiiter wahrend einiger Tage fest, als man nach cer 
Methode von Michaelis keine Reduktion mehr nachweisen konnte. 


Die nach der Methode von Hagedorn-Jensen erzielten Werte 
schwankten fiir die ersten Tage innerhalb 400 bis 500 mg und stimmten 
gut mit den Kontrollbestimmungen tiberein. In der zweiten Inkubations. 
woche schwankten die Zahlen zwischen 150 und 300 mg, wobei dix 
Kontrollproben groBe Differenzen aufwiesen. Der Versuch mit dialy- 
siertem und im Vakuum eingedampftem EiereiweiB (bis zu einem Gehalt 
an festen Substanzen von 16,8 Proz.) ergab 157 mg Zucker. Das gegen. 
seitige Verhaltnis des Zinkoxydhydrats und des EiereiweifBes ist wohl! 
fiir die vollstindige Sedimentierung der EiweiBstoffe ungeniigend. 

Dagegen gibt die Anwendung der Methode von Hagedorn-J ensen 
am Ejidotter trotz der darin enthaltenen enormen Mengen fester Sub- 
stanzen anscheinend befriedigendere Resultate. 


Tabelle II. 


Die Menge reduzierender Substanzen (auf Zucker umgerechnet) im Dotter 
der sich entwickelnden Hiihnereier. 





Reduzierende Substanzen 
(aut Zucker umgerechnet) 


my-Proz. 


Red de Subst Nr. | Inkubations- 
(aut Zucker umgerechnet) oI tage 


mg-Proz. 





Inkubations- 


0 
2 
2 
3 
3 
4 
4 
5 
6 
7 
9 
9 


Nr. 
der 
Eier 


199 ° 15 12 114 
199 16 13 105 
221 17 13 113 
207 18 14 52 
162 19 15 72 
225 20 15 68 
194 21 16 64 
201 22 16 68 
169 23 17 60 
173 20 51 
137 21 56 
191 22 67 
10 124 — 60 
1] 122 


*) Die Kiichlein picken sich durch. 


SC@M+I9 01 wwe 





Kiichlein. 








Reduzierende Substanzen Reduzierende Substanzen 
(auf Zucker umgerechnet) . (auf Zucker umgerechnet) 


mg-Proz. 


60 
57 
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Nach Kojo (1) finden sich im Dotter des frischen Hiihnereies im Durch- 
schnitt 0,32 Proz. reduzierender Substanzen, dabei bestimmt man nach der 
Gairungsmethode 0,20 bis 0,28 Proz. Zucker. Der Unterschied zwischen der 
ersten und zweiten Zahl muB dem Kreatinin zugeschrieben werden, dessen 
durechsechnittliche Menge auf 0,05 Proz. geschitzt wird. Tomita (3) gibt 
fiir den Zuckergehalt des Eidotters den Wert 0,24 Proz. an. 

Wir erhielten etwas kleinere Zahlen. Es ist interessant, daB der 
Gehalt an reduzierenden Substanzen, nachdem er — auf Zucker um- 
gerechnet — bis zum 14. Tage auf 0,5 bis 0,7 Proz. gefallen ist, im 
weiteren bis zum Ende des Vorhandenseins des Dotters und selbst 
nach dem Herauskriechen des Kiichleins aus dem Ei nicht abnimmt. 
Man muB natiirlich annehmen, da8 wir es in diesem Falle nicht mit 
Zucker zu tun haben, der ziemlich rasch verbraucht wird, sondern 
eben mit Kreatinin. 


Rest- und Gesamtstickstoff. 


Die EiweiBsubstanzen des EiereiweiBes miissen sich, ehe sie re- 
sorbiert werden, in zur Diffusion und Osmose faihige Produkte spalten. 
Demnach miissen sich im EiereiweiB proteolytische Prozesse abspielen, 
bei denen gleichzeitig mit der Resorpticn der Spaltungsprodukte eine 
Zunahme des Reststickstoffs auftreten muB. 


Methodik. 


Der Reststickstoff wurde nach Bang bestimmt. Da die sedi- 
mentierende Mischung von Bang mitunter keine véllige Sedimentierung 
der EiweiBsubstanzen des EiereiweiBes ergab, wurde als sedimen- 
tierendes Mitte] 1,6 Proz. essigsaures Uran angewandt. Fiir das Blut 
ist dieses Sedimentierungsmittel von Fischer (10) benutzt worden. 
Seine Anwendung geschah in folgender Weise: 


Zum Blutvolumen wurde ein gleiches Volumen des 1,6proz. Uran- 
acetats und ein dreifaches Volumen Wasser hinzugefiigt. Bei der Arbeit 
mit EiereiweiB erwies es sich, daB eine Verdiinnurg mit Wasser ein Passieren 
von Eiwei®spuren in das Filtrat hervorruft. Daher fiigten wir zur Gewichts- 
probe des EiereiweiBes 1,6proz. Uraracetat bis 10 ccm, riikrten es im 
Zentrifugenglaschen sorgfaltig mit einem Glasstibchen um, verschlossen 
mit einem Gummistopfen und lieBen 24 Sturden steher. Das Sediment 
wurde zentrifugiert, die véllig durchsichtige Fliissigkeit wurde auf ein aus- 
gewaschenes Filter abgegossen. Aus dem Filtrat entralm man die Probe 
fiir die Analyse. Die Gewichtsproben rahm man anfargs etwa zu 1 g, in 
der zweiten Irkubationswoche und spiter kleinere bis 0,4 g, dabei wurde 
im letzten Falle vor dem Hinzufiigen des Uraracetats mit 0.5 bis 1,0 cem 
physiologischer Kochsalzlésung umgeriihrt. Die weiteren Manipulationen 
fiihrte man nach Bang aus. 


Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. Die Re- 
sultate sind in den Tabellen III und IV angefihrt. 
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Tabelle III. 
Reststickstoff des EiereiweiBes sich entwickelnder Hiihnereier. 





| RestsN in mg-Proz. 
Inkubationstage (Mittel aus zwei 
Bestimmungen) 


10 
1] 





| Rest-N in mgeProz 
Nr. Inkubationstage | (Mittel aus zwe 
Bestimmungen 


12 8 14.5 
13 8 12.1 
14 8 12.9 
15 10 20.3 
16 10 15.9 
17 12 22.4 
18 12 21.0 
19 14 241 
20 16 29.5 
21 16 25.8 
22 18 50.4 


Die Menge des Reststickstoffs beginnt vom vierten Inkubations- 
tage an sich allmahlich zu vergréBern, indem sie am 16. Tage Werte 
erreicht, welche dreimal die fiir das Eiereiwei® frischer Eier erhaltenen 
Zahlen iibertreffen. Die Angaben von Tomita (11), welche den Rest- 
stickstoff des EiereiweiBes betreffen, geben dieselbe GesetzmaBigkeit. 
Die von ihm angegebenen absoluten Zahlen sind etwas kleiner, was 
sich wohl durch eine andere EiweiBsedimentierungsmethode erkliart. 

Der Gesamtstickstoff nimmt entsprechend der Zunahme fester 


Substanzen zu. 


Tabelle IV. 


Gesamtstickstoff des EiereiweiBes 


sich entwickelnder Hiihnereier. 





Nr. N in Proz. 
der Inkubationstage (Mittel aus zwei 
Eier Bestimmungen) 


1,75 
1,68 
2.14 
2.57 
4,40 
4,46 
5,05 
5,32 
5,07 


SCRMBADA* toto 





SCeBxnoarwn~ 


Nr. N in Proz 
der Inkubationstage (Mittel aus zwe 
Eier Bestimmungen) 


10 10 5,30 
ll 10 5,38 
12 12 
13 12 
14 14 
15 14 
16 14 
17 14 


Es ist von Interesse, daB das Verhiltnis zwischen dem Rest- 
stickstoff und dem Gesamtstickstoff konstant bleibt. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Zuckermenge nimmt im Eliereiwei8 sich entwickelnder 
Hiihnereier ab und erreicht am neunten bis zehnten Tage Werte, dic 
nach der Methode von Michaelis nicht mehr bestimmbar sind. 
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2. Die Methode von Hagedorn-Jensen gibt bei groBen Konzen- 
trationen fester Substanzen im EiereiweiB falsche Resultate. 

3. Die Menge reduzierender Substanzen im Dotter sich ent- 
wickelnder Hiihnereier sinkt und erreicht am 14. Tage ein konstantes 
Niveau. 

4. Die Menge des Reststickstoffs des EiereiweiBes wichst bei der 
Inkubation proportional der Zunahme des Gesamtstickstoffs. 


Literatur. 


1) Kojo, H.-S. 75, 1, 1911. — 2) Mérner, H.-S. 80, 430, 1912. — 3) Tomita, 
diese Zeitschr. 116, 22, 1921. — 4) Hagedorn und Jensen, ebendaselbst 135, 
48, 1923. — 5) Bertrand, Bull. Soc. Chim. de Paris 35, 1285, 1908. — 
6) Michaelis, diese Zeitschr. 59, 166, 1914. — 7) Bywaters, ebendaselbst 
55, 245, 1913. — 8) Gadaskina, ebendaselbst 172, 447, 1926. — 9) Galwialo, 
Wratschebnaja Gaseta Nr. 24, 1923, 8. 514. — 10) Fischer, H.-S. 102, 266, 
1918. — 11) Tomita, diese Zeitschr. 116, 12, 1921. 











Beitrige zur Embryochemie und Embryophysiologie. 


Ill. Mitteilung: 
Zucker-, Fett- und Reststickstoffgehalt im Blute des Hiihnerembryos') 


Von 
G. E. Wladimiroff und A. A. Schmidt. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der militar- 
medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. August 1926.) 


Das Studium des Kohlehydrat-, Fett- und EiweiBgleichgewichts 
im Organismus des Embryos bietet ein groBes Interesse, da hier der 
Stoffwechse] anders verliuft als im erwachsenen Zustand. Den ersten 
Schritt zur Untersuchung dieses Gleichgewichts bildet die Feststelhing 
des Zucker-, Fett- und Reststickstoffgehalts im Blute. 


Methodik. 


Die Entnahme des Blutes vom Hiihnerembryo bereitet grolie 
Schwierigkeiten. Das Blut und die GefiBe bilden sich beim Hiihner- 
embryo vom zweiten Tage an. Am vierten Tage sieht man schon deutlich 
das pulsierende Herz. Nach einigen weiteren Tagen zeichnen sicli 
auf dem Dotter deutlich und schén die mit dem Blute angefiillten 
GefaBe ab. Zu dieser Zeit ist es tiberhaupt unméglich, das Blut in reiner 
Form zu entnehmen. Die GefaiBe sind auf allen Seiten von einer halb- 
fliissigen oder richtiger sogar fliissigen Masse umgeben, aus der heraus 
sie zu isolieren nicht méglich ist. AuBerdem ist die Blutmenge noch 
zu gering, um die notwendigen Bestimmungen vornehmen zu kénnen 
Erst vom 11. Entwicklungstage an, als bereits die AllantoingefiBe - 
die UmbilikalgefiBe — stark genug entwickelt waren, gelang es wns, 
in befriedigender Weise die nétige Blutmenge zu sammeln. Die Technik 
der Blutentnahme war wie folgt: 

Nach dem Offnen des Eies, dem Ri® der serésen Membran urd ce: 
Ubertragung des Embryos in ein flaches Porzellanschalcher farnd man de 


oberhalb des Dotters in der Substanz der Membran verlaufende pulsieren: |: 
Umbilikalarterie oder ihren groBen Zweig auf. Die Membran ringsum wurde 


1) Mitgeteilt am 27. Mai 1926 auf dem zweiten allrussischen Physiologe: 
kongreB. 
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mit warmem Wasser ausgewaschen und dann sorgfaltig mit Filtrierpapier 
abgetrocknet. Mit einer feinen Schere 6ffnete man die Arterie. Das heraus- 
jlieBende Blut wurde auf einem entsprechend bearbeiteten und vorlaufig 
gewogenen Filtrierpapier gesammelt. Das Papier wurde sodann auf einer 
forsionswage gewogen und der iiblichen Bearbeitung unterworfen. 

Der Zucker wurde nach Hagedorn-Jensen, das Fett und der Rest- 
stickstoff nach Bang bestimmt. 


Tabelle I. 





sy Zuckergehalt im Blute der Hiihrerembryonen. 
Nr. Zabl der cker Jurchs 
der Eier Inkubationstage yoy ben A 
1 1] 2 153 
2 11 l 156 | 
3 ll l 141 151 
4 1 1 158 
5 ll 1 148 
6 13 2 148 
hts 7 13 2 152 | 
: S 13 l 154 
ker 9 13 2 166 153 
en 10 13 3 143 | 
ing ll 13 3 153 
12 14 1 167 
13 14 2 165 164 
14 14 2 160 | 
15 14 l 165 
Be 16 16 3 133 
‘ 7 16 3 145 144 
eT- 18 16 2 155 | 
ch 19 16 2 141 
20 18 4 138 
_ 21 18 I 142 | 145 
en 22 18 2 140 
er 23 18 3 160 
24 20 l 186 
Ib- 25 20 l 18] 
us 26 20 l 168 
a 27 20 2 180 175 
28 20 l 180 
n 29 20 l 167 | 
e 30 20 l 165 
is 1 Sich durchpickende 3 210 
, Kiichlein | 
ik 2 6 Stunden 4 191 216 
3 i 3 240 | 
4 30 fa 4 222 
el 5 4 Tage 4 208 
5 . 4 202 aes 


Wie man sieht, ist das Niveau des Zuckers oder richtiger der Gehalt 
an reduzierenden Substanzen im Blute vom 11. Tage an bis zu den 
letzten Inkubationstagen ziemlich konstant und etwas niedriger als 
das Zuckerniveau im Blute des Kiichleins vor und insbesondere nach 


I 
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dem Auskriechen aus dem Ei. Das ausgewachsene Huhn weist nac) 
den Angaben von Scheunert und Pelchrzim (1) denselben Blutzuckerge |i); 
auf. Die Konstanz des Zuckergehalts gibt Veranlassung, an das Vor. 
handensein eines den Blutzuckerspiegel regulierenden Mechanisms 
zu denken. Das Studium dieses Mechanismus mu von besonderem 
Interesse sein, da die Korrelationen zwischen dem Nervensystem wid 
den endokrinen Driisen andere als im erwachsenen Organismus sei) 
miissen. 

Die Angaben iiber den Gesamtfettgehalt des Blutes (Extrakt mi: 
Petrolather) sind in der Tabelle I] angefiihrt. 


Tabelle II. Fettgehalt im Blute der Hiihnerembryonen. 





Zahl der . 
P ~~ Inkubationstage Gewichts- Fett Durch | 
alakax proben mg-Proz. schnittlic 


307 

76 
474 
334 
315 
386 
285 
310 
325 
313 
302 
380 
432 
361 


ll 
ll 
13 
13 
13 
13 
13 
13 
14 
14 
14 
15 
15 
15 
16 
16 
16 
16 
17 
17 
18 
18 
18 
18 
18 
20 
20 
20 
20 } 
Sich durchpickende 
Kiichlein 


1 Tag 


292 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


eee ee ee ee ee ee ee ee 
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Die Fettmenge im Blute tiberrascht durch ihre GréBe. In einigen 
Fallen tibertrifft sie 1 Proz. Weshalb in einzelnen Eiern starke Ab- 
weichungen von der durchschnittlichen GréBe auftreten, sind wir 
nicht imstande zu sagen. Der hohe Fettgehalt des Blutes wird ver- 
stindlich, wenn man in Betracht zieht, daB die Vorriite des waihrend 
der Inkubation im Ei verbrauchten Nahrmaterials hauptsichlich auf 
Fette entfallen. Wie Hasselbalch (2) und Tangl (3) in ihren Arbeiten gezeigt 
haben, wird die fiir das Wachstum und die Entwicklung des Hiihner- 
embryos notwendige Arbeit durch die auf Kosten der Fettverbrennung 
entstandene Energie verrichtet. Diese Besonderheit des Stoffwechsels 
jaBt sich in ausgezeichneter Weise durch das Blutbild veranschaulichen. 
Im Augenblick des Herauskriechens aus dem Ei sinkt der Fettgehalt 
des Blutes etwas und wird nach dem Auskriechen aus dem Ei noch 
starker herabgesetzt. 


Tabelle III. 


Reststickstoffgehalt im Blute des Hiihnerembryos. 





Nr. Inkubations- Zab! der Rest-N Durch. 


a Gewichts- hoi 
der Eier tage proben mg-Pros schnittlich 


48 
49 
55 55 


13 
13 
14 
15 
15 


48,5 


50 


2 
2 
2 
3 
3 


as 


63 
17 
17 
18 
18 
20 


wewoewe 


Hungernde Kiichlein. 


eo on nN = 
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Wie man aus dieser Tabelle ersieht, ist das Niveau des Rest. 
stickstoffs im Blute ziemlich hoch, was wohl durch den energischen 
Transport des Eiweifstoffes aus dem Eiereiwei8B und dem Dotter jy 
den Embryokérper erklart wird. Wahrnehmbare Veranderungen des 
Reststickstoffgehalts bemerkt man weder wihrend der Inkubation 
noch nach dem Auskriechen aus dem Ei. 


Literatur. 
1) Scheunert und Pelchrzim, diese Zeitschr. 189, 17, 1923. — 2) Hassel. 
balch, Skand. Arch. f. Physiol. 10, 413, 1900. — 3) Tangl, Pfliigers Arc! 
98, 327. 1902 
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Uber die Adsorptionsfahigkeit der Erythrocyten und die 
Diphtherie-immunitat. 


Von 
M. P. Glusmann. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 8. August 1926.) 


Die Untersuchungsergebnisse der Adsorption von Eiweifspalt- 
produkten durch Erythrocyten gaben Sbarsky Veranlassung, eine neue 
Hypothese iiber den Zusammenhang zwischen dieser Adsorption und 
dem Mechanismus der Diphtherieimmunitat aufzustellen!). Danach 
sind nur solche Tiere diphtherieempfinglich, deren Erythrocyten das 
Toxin adsorbieren und zu den empfindlichen Organen hin) trans- 
portieren. Die empfanglichen Tiere werden immun, wenn ihre Ery- 
throcyten unter dem EinfluB der Antikérper des Serums die Fahigkeit 
zur Adsorption des Diptherietoxins verlieren. Sbarsky stellt also die 
Anwesenheit von Antikérpern im aktiv immunisierten Organismus 
nicht in Abrede, schreibt diesen aber eine das Toxin neutralisierende 
dolle nicht zu. 

Diese Hypothese stiitzt sich hauptsichlich auf drei Beweisgriinde: 

1. Die Erythrocyten gegen Diphtherie verschieden empfindlicher 
Tiere zeigen einen ungleichen Adsorptionskoeffizienten, wobei als 
Adsorbat ein kompliziertes Gemisch von EiweifBabbauprodukten 
figuriert, unter denen sich auch das seiner chemischen Struktur nach 
wns unbekannte Diphtherietoxin befindet. 

2. Das Diphtherietoxin wirkt weniger giftig, wenn die Adsorptions- 
oberflache der Erythrocyten durch Hinzufiigung anderer adsorbierbarer 
Stoffe zum Toxin (Chinin, Glykokoll, Alanin und Tyrosin) ver- 
mindert wird. 

3. Die Erythrocyten gegen Diphtherie verschieden empfindlicher 
Tiere adsorbieren das Toxin verschieden stark. 


') Zeitschr. f. exper. Biol. u. Med. 1925, Nr. 1 u. 2 (russisch). 
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Am iiberzeugendsten als Beweis ist der dritte Befund, da hiernac} 
das Diphtherietoxin auf dem bisher einzigen zuverlassigen Wege nach. 
gewiesen werden kann, nimlich durch die Bestimmung seiner physio. 
logischen Wirkung. 

Die theoretische Bedeutung der von Sbharsky aufgestellten Hypo. 
these zwingt uns, noch eine Reihe weiterer Beweisgriinde zu ihre: 
Bestatigung zu fordern. Einer von diesen ware z. B. die Bestatigung 
der Tatsache, daB die Erythrocyten ven Tieren, die gegen Diphtheri: 
kiinstlich immunisiert wurden, ihre Adsorpticnsfaihigkeit verlicre: 
Ist die Hypothese richtig, so miissen die Erythrecyten eines diphtherie- 
empfindlichen, aber gegen das Diphtherietoxin resistent gewordeney 
Tieres die Fahigkeit zur Adsorpticn dieses Toxins verlieren, was iibrigens 
ein Postulat a priori ven Sbarsky ist. Da uns aktiv immunisierte Meer. 
schweinchen zur Verfiigung standen, die groBe Dosen von Diphtherie- 
toxin ganz unbedenklich vertrugen, so entschlossen wir uns, die Unter. 
suchung in dieser Richtung weiterzufiihren. 

Um eine tatsichlich vorhandene Adscrpticn feststellen zu kénnen 
muB man eine fiir den AdsorpticnsprozeB typische Kurve erhalten 
In unserem Falle lat sich dies nicht erreichen, da man die Konzen. 
tration des Toxins in der Lésung und im Adscrbenten nicht genav 
feststellen kann, weil die Wirkung des Toxins von der Individualitat 
der Versuchstiere abhangig ist. Auferdem ruft eine tiber eine gewisse 
Grenze hinausgehende beliebig grofe Dosis des Toxins den Ted des 
Tieres in einer und derselben Frist hervor. Auch die adsorbierende 
Oberflaiche der Erythrocyten laBt sich infolge der ihnen eigenen Schwan- 
kungen nicht bestimmen. 

' Auf diese Weise kénnen wir nur mit einem gewissen Grade vo 
Wabhrscheinlichkeit besiitigen, daB im vorliegenden Falle eine Ad- 
sorption stattfand; von einer Genauigkeit der Versuchsresultate ist 
keine Rede. 

Wenn dessenungeachtet die Untersuchung der physiko-chemischen 
Erscheinungen im vorliegenden Falle erlaubt und scgar wiinschenswer' 
ist, so miissen neben einer allgemeinen Zusammenfassung die Versuche 
auch detailliert angefiihrt werden, damit durch die biologischen Einzel- 
heiten die Unzulinglichkeit der physiko-chemischen Untersuchung 
erklart wird. 

Von diesen Erwigungen ausgehend, geben wir unsere Versuch- 
protokolle in aller Ausfiihrlichkeit wieder. Insbesondere sei bei cet 
Durchsicht auf die Bedeutung der Infiltration und Nekrose hingewiesen 
Die tagliche Erfahrung zeigt uns, daB die gleiche Toxindosis bei der 
einen Gruppe von Meerschweinchen den Tod hervorruft, bei einer 
anderen bloB Infiltration oder Infiltration mit nachfolgender Nekros: 
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Dies ist besonders dann hiufig der Fall, wenn — wie in unseren Ver- 
suchen — mit Grenzdosen gearbeitet werden muB. 

Obgleich die Adsorpticn von Diphtherietoxin durch die Ery- 
throcyten von Meerschweinchen bereits von Sbarsky festgestellt wurde, 
hielten wir es denncch fiir zweckmiaBig, diese Versuche ausschlieBlich 
fir den Vergleich zwischen den Adsorptionskceffizienten der Ery- 
throcyten von normalen und immunisierten Meerschweinchen zu 
wiederholen. 

Zu Beginn unserer Versuche benutzten wir Citratblut, wobei wir 
uns der anfangs von Sbharsky angewandten Methcdik bedienten; spater 
arbeiteten wir mit defibriniertem Blute, wie dics Sbarsky in seinen 
letzten Versuchen kategorisch ferdert. 


Protokolle der Versuche mit normalen Meerschweinchen. 


Versuch 1. 20. Januar 1926. Vom Meerschweinchen Nr. 6 werden etwa 
4cem Herzblut in einer 2proz. Natriumcitratlésung aufgefangen. Die roten 
Blutkérperchen werden dreimal in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, 
Zu den gewaschenen Erythrocyten werden 0,024 ccm Diphtherietoxin in 
2eem physiologischer NaCl-Lésurg hinzugefiigt, Toxin 677,; D.L. M. 
= 0,009 bis 0,01 cem. Das Gemisch wird auf 14% Stunden in den Thermo- 
staten (37,5°) gestellt. Die abzentrifugierten Erythrocyten und das Zentri- 
fugat werden bis zum niéchsten Tage im Eisschrank aufbewabhrt. 

21. Januar 1926. Das Zentrifugat wird dem Meerschweinchen Nr. 932 
injiziert. Alle Erythrocyten werden dem Meerschweinchen Nr. 933 injiziert. 
Das erste Meerschweinchen geht in der Nacht vom 23. Januar zugrunde. 
Das zweite Tier bleibt am Leben, gibt jedoch ein Infiltrat mit nachfolgender 
ausgedehnter Nekrose. 

SchluBfolgerung. Das Zentrifugat enthielt etwas mehr als die einfache 
tédliche Dosis des Diphtherietoxins. Die Erythrocyten adsorbierten etwas 
weniger als die tédliche Dosis. 

Versuch 2. 28. Januar 1926. Vom Meerschweinchen Nr. 7 werden 
4eem Blut in einer 2proz. Natriumcitratlésurg aufgefangen. Zu den 
dreimal gewaschenen Erythrocyten werden 0,015 ccm des Toxins 677, in 
5eem physiologischer NaCl-Lésung hinzugefiigt, das Gemisch wird auf 
| Stunde 20 Minuten in den Thermostaten (37,5°) gestellt. Die Injektion 
erfolgt ummittelbar nach dem Zentrifugieren. 

Alle roten Blutkérperchen werden dem Meerschweinchen Nr. 939 
305 g) injiziert. 

Das ganze Zentrifugat wird dem Meerschweinchen Nr. 938 (300g) 
injiziert. 

Beide Meerschweinchen reagierten mit Infiltraten, blieben aber am 
Leben. 

SchluBfolgerung. Das Toxin ist zwischen Zentrifugat und Erythrocyten 
in einer Merge von weniger als der einfachen tédlichen Dosis verteilt. 

Versuch 3. 28. Januar 1926. Vom Meerschweinchen Nr. 8 wird Blut 
in 2proz. Natriumcitratlésung aufgefangen. Zu den gewaschenen Erythro- 
cyten werden in 5ccm physiologischer NaCl-Lésung 0,02 ccm Toxin 677, 
hinzugefiigt. Erwarmung im Thermostaten 1 Stunde 20 Minuten. 

Alle Erythrocyten werden dem Meerschweinchen Nr. 947 (270g) injiziert. 
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Das ganze Zentrifugat wird dem Meerschweinchen Nr. 946 (290, 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen bleibt am Leben, gibt aber ein grojie 
Infiltrat. 

Das zweite Tier ging am 30. Januar zugrunde. 

SchluBfolgerung. Im Zentrifugat befand sich mehr als die einfach 
tédliche Dosis, die Erythrocyten adsorbierten etwas weniger. 

Weiterhin wurden die Versuche nach der von Sbarsky angegebenen 
Methodik ausgefiihrt. 

Versuch 4. 3. Februar 1926. Von den Meerschweinchen Nr. 8 und § 
werden ungefahr 8cem Blut in 1200ccm physiologischer NaCl-Lésung 
genommen. Zu den dreimal gewaschenen Erythrocyten werden in 2 ccm 
physiologischer NaCl-Lésung 0,02 cem des Toxins 677, hinzugefiigt. Ver. 
weilen im Thermostaten 1 Stunde; Zentrifugieren und Injektion. 

Die Erythrocyten (3ccm) werden dem Meerschweinchen Nr. 956 
(330 g) injiziert. 

Das Zentrifugat (1 ccm) wird dem Meerschweinchen Nr. 960 (365¢ 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging in der Nacht zum 6. Februar ein 

Das zweite Meerschweinchen blieb am Leben, gab aber ein grofes 
Infiltrat. 

SchluBfolgerung. In der injizierten Menge des Zentrifugats war weniger 
als die einfache tédliche Dosis des Toxins vorhanden; in 3 cem der Erythro. 
cyten befand sich die einfache tédliche Dosis. 

Versuch 5. 8. Februar 1926. Von den Meerschweinchen Nr. 10 und 11 
wurden ungefihr 8ccm Blut in 1200ccem physiologischer NaCl-Lésung 
aufgefangen. Zu den gewaschenen Erythrocyten wurden 0,02 ccm Toxin 677, 
in 2ccem physiologischer NaCl-Lésung hinzugefiigt, das Gemisch wurde 
1 Stunde lang im Thermostaten gehalten. 

3cem Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 963 (260¢ 
injiziert. 

lecem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 964 (2l5¢ 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging in der Nacht zum 11. Februar ein. 

Das zweite Meerschweinchen ging in der Nacht zum 12. Februar ein 

SchluBfolgerung. Im Zentrifugat und in den 3 ccm Erythrocyten war 
fiir das vorliegende Gewicht der Meerschweinchen je eine tédliche Dosis des 
Toxins vorhanden. 


Aus den angefiihrten Versuchen geht mit aller Deutlichkeit die 
Tatsache der Adsorption von Diphtherietoxin durch die Erythrocyten 
nicht immuner Meerschweinchen hervor, iibrigens durchaus in Uberein- 
stimmung mit den Angaben von Sbharsky. Weitere Untersuchungen 
in dieser Richtung hielten wir daher fiir iiberfliissig und gingen nunmelr 
zu den Versuchen der Adsorption des Diphtherietoxins durch dit 
Erythrocyten aktiv immuner Meerschweinchen iiber. 


Um eine Wiederholung zu vermeiden, méchten wir zuvor bemerken, 
daB in allen folgenden Versuchen mit Meerschweinchen das Blut von zwe! 
immunen Tieren in einer Menge von 8 bis 9 cem genommen und zu 1200 ccm 
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physiologischer NaCl-Lésung hinzugefiigt wurde. Die Erythrocyten wurden 
ireimal zentr.fugiert. Zu den gewaschenen Erythrocyten wurde die stets 
giciche Toxinmenge von 0,02 ccm der Serie 677, oder der analogen Serie 677; 
mit der ebenfalls staéndig gleichen Menge von 2 ccm physiologischer NaCl- 
Losung beigefiigt. Das Gemisch wurde auf 1 Stunde in den Thermostaten 
bei 37,5° gebracht, darauf 15 bis 20 Minuten zentrifugiert, das Zentrifugat 
sorgfaltig abgehoben und in einer Menge von 1 cem einem normalen Meer- 
schweinchen injiziert. Die Erythrocyten, die méglichst vom Boden ge- 
nommen wurden, wurden in einer Menge von 3 ccm einem anderen Meer- 
schweinchen injiziert. 

Die Meerschweinchen, von denen die Erythrocyten genommen wurden, 
waren langere Zeit vorher durch ein Gemisch von T.-A. oder durch Ana- 
toxin immunisiert worden und ertrugen ohne Beschwerde 20 D. L. M. des 
Diphtherietoxins. Lange nach der Blutentnahme vertrugen sie ganz 
anstandslos die gleiche Dosis. Diese Quantitaét wird von uns gewdhnlich 
zur Bestimmung der Unempfindlichkeit immunisierter Meerschweinchen 
angewendet, sie bringt aber den Grad der erreichten Immunitat nicht zum 
Ausdruck. Wir injizierten gelegentlich mehr als 375 D.L.M. ebenso 
immunisierter Meerschweinchen, ohne daB in der Folge der Tod eintrat. 


Versuch 6. 12. Februar 1926. Den immunen Meerschweinchen 84] 
und 846 wurde Blut entnommen und das Toxin 677, hinzugefiigt. 

3ccm Erythrocyten wurde dem Meerschweinchen 976 (225 g) injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen 977 (290g) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging in der Nacht zum 16. Februar ein. 

Das zweite Meerschweinchen blieb am Leben, gab aber ein groBes in 
Nekrose iibergehendes Infiltrat. 

SchluBfolgerung. Die Erythrocyten adsorbierten die einfache tédliche 
Dosis. In 1 cem des Zentrifugats fand sich weniger als die einfache tédliche 
Dosis. 


Versuch 7. 16. Februar 1926. Das Blut wurde von den immunen 
Meerschweinchen Nr. 884 und 866 genommen. Hinzufiigung von Toxin 677;. 

3 cem Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen 978 (310 g) injiziert. 

1 cem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen 979 (335 g) injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging am 24. Februar ein. 

Das zweite Meerschweinchen ging am 22. Februar ein, 


YSchluBfolgerung. In der injizierten Erythrocytendosis befand sich 
ungefahr so viel Toxin wie in der injizierten Dosis des Zentrifugats. 


Versuch 8. 26. Februar 1926. Das Blut wurde von den Meerschweinchen 
Nr. 888 und 889 genommen; Hinzufiigung von Toxin 677. 

3ccem der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 983 (320 g) 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 984 (330 g) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging in der Nacht zum 1. Marz ein. 

Das zweite Meerschweinchen gab ein Infiltrat mit anschlieBender 
Nekrose. 

SchluBfolgerung. In der injizierten Erythrocytenmenge befand sich 
die einfache tédliche Dosis; im injizierten Zentrifugat weniger als eine 
tédliche Dosis. 
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Versuch 9. 3. Marz 1926. Das Blut wurde von den immunisierte) 
Meerschweinchen Nr. 887 und 889 genommen. Hinzufiigung von Toxin 677, 

3 ccm der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1001 (400 ¢ 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 999 (345 ¢ 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen gab ein Infiltrat mit anschlieBender aus- 
gebreiteter Nekrose. 

Das zweite Meerschweinchen ging am 9. Marz 1926 ein. 

SchluBjolgerung. In der injizierten Erythrocytenmenge befand sic} 
etwas weniger als die einfache tédliche Dosis fiir das gegebene Kérper. 
gewicht des Meerschweinchens; im injizierten Zentrifugat befand sic} 
ungefahr die einfache tédliche Dosis. 


Versuch 10. 19. Marz 1926. Das Blut wurde von den immunen Meer. 
schweinchen Nr. 885 und 886 genommen. Hinzufiigung von Toxin 677, 

3cem der Erythrocyten wurden einem weiben Meerschweinchen 
(500 g) injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde einem schwarzen Meerschweinche 
(360 g) injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging am 26. Marz zugrunde. 

Das zweite Meerschweinchen gab ein groBes Infiltrat, blieb aber am 
Leben. 

SchluBfolgerung. In den Erythrocyten befand sich ungefahr die ein. 
fache tédliche Dosis, im Zentrifugat weniger als die einfache tédliche Dosis 


Versuch 11. 30. Marz 1926. Das Blut wurde von den immunen Meer 
schweinchen Nr. 951 und 952 genommen.. Hinzufiigung von Toxin 677, 

3 ccm der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1014 (280 g) 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 1015 (290 ¢) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging am 5. April, das zweite am 3. April 
zugrunde. 

SchluBfolgerung. In den Erythrocyten und im Zentrifugat befand sich 
je eine tédliche Dosis fiir das gegebene Kérpergewicht der Meerschweinchen. 


Versuch 12. 12. April 1926. Das Blut wurde von den immunen Meer- 
schweinchen Nr. 987 und 989 gerommen. Hinzufiigung von Toxin 677, 

3 ccm der Erythroayten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1019 (220 g) 
injiziert. ; 

lcem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 1020 (220g) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging am 18. April, das zweite am 19. April 
zugrunde. 

SchluBfolgerung. In beiden Portionen befand sich ungefahr eine ein- 
fache, tédliche Dosis. 


Versuch 13. 20. April 1926. Das Blut wurde von den immunen Meer- 
schweinchen Nr. 901 und 902 genommen. Hinzufiigung von Toxin 677, 

3 ccm der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1024 (250 g) 
injiziert. 

l ccm des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 1025 (270 ¢) 
injiziert. 
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Das erste Meerschweinchen gab ein groBes Infiltrat mit darauffolgender 
Nekrose. 

Das zweite Meerschweinchen ging am 26. April ein. 

SchluBfolgerung. In der injizierten Erythrocyterportion war etwas 
weniger als die einfache tédliche Dosis; im injizierten Zentrifugat befand 
sich ungefaéhr die einfache tédliche Dosis. 

Wir beschlossen nun, die Versuche nicht weiter fortzusetzen, da 
sich ganz klar ergeben hatte, daB sich die Erythrocyten immuner 
Meerschweinchen hinsichtlich ihrer Adscrpticnsfahigkeit in keiner 
Weise von denen normaler Meerschweinchen unterscheiden. Bei An- 
wendung toxischer Grenzdosen erwarteten wir keine besondere Ge- 
nauigkeit der Resultate. Die in den Versuchen beobachteten Schwan- 
kungen lassen sich sehr gut durch die Individualitét der Tiere sowie 
durch die ungenaue Graduierung der Pipetten, mit denen zu arbeiten 
wir gezwungen waren, erklaren. Nimmt man eine al)gemeine Zusammen- 
fassung der erhaltenen Ergebnisse ver, so ergibt sich ein grcfLer Unter- 
schied gegeniiber den Versuchen, die Sbarsky mit den Erythrocyten 
von Ratten angestellt hat. Dort riefen die Erythrecyten nach der 
Hinzufiigung von Toxin kein einziges Mal den Tod von gegen Diphtherie 
empfindlichen Tieren herbei, was wir bei unseren Versuchen nicht 
beobachteten. 

Analoge Resultate erhielten wir auch mit den Erythrocyten von 
Pferden, wie die folgenden Versuche zeigen. 


Versuch 14. 12. Mai 1926. Das Blut wurde in einer Menge von 15 ccm 
von dem immunen Pferde Nr. 1373 genommen (in | cem Serum 500 Immun- 
Einheiten*'). Hinzufiigurg von Toxin 677;. 

3 ccm der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1036 (250 g) 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweicrhen Nr. 1037 (250 g) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen reagierte mit einem kleinen Infiltrat. 

Das zweite Meerschweinchen gab keirerlei Reaktion. 


SchluBfolgerung. An den Erythrocyte. bleiben Spuren von Toxin haften. 
Aus dem Zentrifugat verschwand das Téxin vollstar dig. 


Versuch 15. 29. Mai 1926. Das Blut wurde von einem normalen Pferde 
genommen. Hinzufiigurg von Toxin 6773. 

3 cem der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1044 (350 g) 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 1045 (300 g) 
injiziert. 

Das erste Meerschweinchen ging am 1. Mai, das zweite am 27. Mai ein. 

SchluBfolgerung. Sowohl die Erythrocyten, wie auch das Zentrifugat 
enthielten beispielsweise je eine tédliche Dosis. 

1) Ich spreche an dieser Stelle dem Leiter der serologischen Abteilung, 
Gregorowitsch, fiir die erhaltenen Mitteilungen meinen Dank aus. 


21* 
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Versuch 16. 2. Juni 1926. Das Blut wurde vomimmunen Pferde Nr. 1344 
genommen (in leem Serum 1000 [.-E.). Hinzufiigung von Toxin 677 

3 ccm der Erythrocyten wurden dem Meerschweinchen Nr. 1051 (300 ¢ 
injiziert. 

leem des Zentrifugats wurde dem Meerschweinchen Nr. 1050 (270 ¢ 
injiziert. 

Das erste Tier gab ein nicht bedeutendes Infiltrat. 

Das zweite Tier gab keinerlei Reaktion. 

Das Resultat ist analog dem des Versuchs 14. 


Aus technischen Griinden war es uns unméglich, die Versuche 
mit den Erythrocyten von Pferden fortzusetzen, aus den angefiihrten 
Beispielen geht aber schon ganz deutlich hervor, daB im kiinstlich 
immunisierten Organismus nicht die Absorptionsfahigkeit der Kry. 
throcyten, sondern die verainderten Eigenschaften des Serums das 
Tier vor der Vernichtung durch das Diphtherietoxin bewahren. Folgende 
Anaphylaxieversuche zeigen, daB das Toxin unter dem EinfluB nicht 
ausgewaschener Spuren von Serum verschwand. 

Versuch vom 29. Mai 1926. Dean Meerschweinchen Nr. 1036 und 1037 
wurden intravenés je 0,4ccm normalen Pferdeserums injiziert. Das Meer. 
schweinchen Nr. 1037 ging nach 3 Minuten an anaphylaktischem Schock 
zugrunde; das Meerschweinchen Nr. 1036 zeigte anaphylaktischen Schock, 
blieb aber am Leben. 

Versuch vom 20. Juni 1926. Dem Meerschweinchen Nr. 1050 wurden 
0,4cem Serum intravenés injiziert; anaphylaktischer Schock und Tod 
nach 3 Minuten. Die Injektion von Serum bei dem Meerschweinchen 
Nr. 1051 miBlang, 


Die Resultate der Anaphylaxieversuche bestatigen also vollkommen 
die Annahme, daB sich im Zentrifugat Serum befand und daB an den 
Erythrocyten nur sehr wenig Serum haften geblieben war. 

In den Versuchen mit Meerschweinchenerythrocyten begegneten 
wir dieser Erscheinung nicht, da sich nach unserer Immunisierungs- 
methode im Blute nicht mehr als 10 Insulineinheiten von Antitoxin in 
lecm befinden und ein dreimaliges Auswaschen der Erythrocyten 
augenscheinlich ausreicht, um das Antitoxin zu entfernen. 

Somit bestatigen offenbar weder die Versuche mit den Erythrocyten 
von Meerschweinchen, noch die Versuche mit den Erythrocyten von 
Pferden die Hypothesen von Sbarsky, insoweit es sich um den Mecha- 
nismus erworbener Diphtherieimmunitat handelt. 

Um den Mechanismus der erworbenen Diphtherieimmunitat zu 
erklaren, ist die Aufstellung von Hypothesen tiber die Adsorption ces 
Diphtherietoxins durch die Erythrocyten nicht notwendig. In Uberein- 
stimmung mit den Tatsachen laBt sich heute in vollkommen befriedigen- 
der Weise dieser Mechanismus mit einer Neutralisation des Toxins 
durch das Serum erkliren, ohne daB die Frage nach dem Wesen dieser 
Neutralisation beriihrt wird. 
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Zusammenfassung. 

Sbarsky stellte die Hypothese von der Abhangigkeit der Diphtherie- 
immunitaét von der Adsorpticnsfahigkeit der Erythrocyten auf. Ver- 
suche zeigten, daB die Erythrocyten von Meerschweinchen das 
Diphtherietoxin adsorbieren, die Erythrecyten von Ratten dagegen 
nicht. Die Aufgabe unserer Arbeit bestand darin, die Adsorptions- 
fahigkeit der Erythrocyten kiinstlich immunisierter Meerschweinchen 
und Pferde zu untersuchen. Der Sbharskyschen Hypothese entsprechend, 
sollte eine Adsorption in diesem Falle ausbleiben. Wir erhielten folgende 
tesultate : 

1. In den Versuchen mit den Erythrocyten diphtherieempfindlicher 
Meerschweinchen wurde die Fihigkeit der Erythrocyten, das Diphtherie- 
toxin zu adsorbieren, in vollkommener Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Sbarsky biologisch festgestellt. 

2. In den Versuchen mit den Erythrocyten aktiv immunisierter 
Meerschweinchen wurde jedoch dieselbe Adsorptionsfihigkeit dem 
Diphtherietoxin gegeniiber festgestellt. 

3. Die Versuche mit den Erythrocyten von Pferden bestitigen 
wiederum die feststehende Tatsache, daB fiir einen aktiv immunisierten 
Organismus das Toxin infolge der Anwesenheit von Antitoxin un- 
schadlich ist. 








Untersuchungen 
iiber physiologische Gleichgewichtszustinde bei Pflanzen. 
Verlauf der Trockensubstanzerzeugung 
und Stickstoffaufnahme bei Helianthus annuus L. unter 
verschiedener Hohe der Stickstoffversorgung. 


Von 
August Rippel und Oskar Ludwig. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat 
Géttingen.) 


(Eingegangen am 9. August 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da jede Erzeugung von Kérpermasse eine Funktion der zugefiihrten 
Nahrstoffe ist, so kénnte man erwarten, daB, insbesondere bei ein- 
jahrigen Pflanzen mit scharf umrissener einmaliger Wachstumsperiode, 
Verlauf der Trockensubstanzerzeugung und Verlauf der Niahrstoff- 
aufnahme einigermafen parallel gingen. Bisherige Versuche hatten 
jedoch keine besondere Parallelitét gezeigt, sondern ein zum Teil 
erhebliches Vorauseilen der Nahrstoffaufnahme. Das sollte genauer, 
d. h. an langeren Versuchsreihen als man bisher benutzte, gepriift 
werden. Insbesondere sollte aber weiter festgestellt werden, ob die 
Anderung der Wachstumskonstanten bei verschieden hoher Niahr- 
stoffversorgung, wie sie von uns?) friiher festgestellt wurde, auch 
fiir die Aufnahme der Nihrstoffe gilt. Wir hatten ja gefunden, dai 
die Wachstumskonstante um so gréBer wird, je héher die Trocken- 
substanzerzeugung in ihrem Endwert wird. Gerade die Untersuchung 
dieser Verschiebungen im physiologischen Gleichgewichtszustand unter 
verinderten Bedingungen halten wir fiir die wesentlichste Aufgabe 
derartiger Untersuchungen. 

Zu dem Versuch wurden die gleichen ZinkgefaBe benutzt, wie zu dem 
friiheren mit 19 kg Leinetalsand und je GeféB 4g K,SO, und 6g KH,PO, 
beim Fiilen. Ferner erhielt die eine Reihe 5 g NH, N O, je GefaB, die ander 


1) Diese Zeitschr. 155, 133, 1925. 
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den zehnten Teil = 0,56g NH,NO,. Die erste ist im folgenden als ,,Viel*-, 
die zweite als ,,Wenig“-Reihe bezeichnet. Wasser wurde 70 Proz. der 
wasserfassenden Kraft (20,7 Proz.) gegeben. Mit fortschreitendem Wachs- 
tum wurde das entsprechende Frischgewicht an Wasser zugelegt. Versuchs- 
pilanze war Sonnenblume (Helianthus annuus L. uniflorus giganteus) von 
Haage und Schmidt (Erfurt). Eingesét wurden je Gefi6 an je neun Stellen 
je drei Samen am 27. April 1925. Am 6. Mai wurden iiberall, wo drei 
Pflanzchen aufgegangen waren, eines herausgenommen (im ganzen 177 Keim- 
linge mit 3,42¢@ Trockensubstanz). Am 7. Mai wurde so weit vereinzelt, 
da8 nur an je fiinf Stellen zwei Pflanzchen stehenblieben. Am 9. Mai end- 
giiltige Vereinzelung auf je fiinf Pflanzen je GefaB, welche Zah) den Versuch 
iiber blieb. Bei jeder Periode wurden vier GefiBe geerntet. 

Wie friiher wurde nach Perioden geerntet, die durch die Entwicklung 
yon Hafer gekennzeichnet waren: Von dem Erscheinen eben des zweiten 
bis zum Erscheinen eben des dritten Blattes. Die Perioden sind von der 
Rinsaat aus gerechnet. Periode 14, 16, 18 wurden bei beiden Reihen, 
Periode 19 und 21 bei der Wenig-Reihe iibersprungen, da die Entwicklung 
dieser Reihe sich langer hinauszog als diejenige der Viel-Reihe. Von sonstigen 
Vegetationsbeobachtungen sei nur mitgeteilt, daB am 18. Juli die erste 
Bliite in der Viel-, am 1. August die erste in der Wenig-Reihe sich zeigte, 
worin also auch diese Vegetationsverzégerung zum Ausdruck kommt. 


Verlauf der Trockensubstanzbildune. 

Tabelle I gibt zunachst die Trockensubstanzzahlen je GefaB wieder, 
wobei die Mittelzahlen mit der wahrscheinlichen Schwankung an- 
gegeben sind, die, wie man sieht, bei der Viel-Reihe befriedigend, bei der 
Wenig-Reihe jeweils recht hoch ist, worauf noch zuriickzukommen sein 
wird. Hierbei wurden auch die Wurzeln geerntet, aber fiir die je vier 
Parallelen zusammen gewogen, so daB hier keine Schwankungen an- 
gegeben werden kénnen. Die Zahlen in Tabelle I sind natiirlich je 
GefaB ausgedriickt. Bei der Wurzelgewinnung verfuhren wir folgender- 
maBen: Zuerst wurde das zu erntende GefiB iiber einem Sieb aus- 
gestiilpt, das eben den Sand durchlieB, der durch AufgieBen von Wasser 
durchgespiilt wurde. Auf diese Weise gingen keine wesentlichen Wurzel- 
teile verloren, wie sich zeigte. Die so gewonnene Menge wurde nochmals 
griindlich ausgespiilt zum Entfernen des Sandes, die Waschfliissigkeit 
wieder durchgesiebt zur Gewinnung losgerissener Wurzelteile. Von 
dieser Menge wurde der Trockensubstanzgehalt bestimmt; darauf 
wurde sie mit den Hinden zerrieben und durch Ausblasen von gréberen 
Steinchen befreit, deren festgestelltes Gewicht in Abzug gebracht 
wurde. Die so gewonnene Substanz wurde gemahlen, der Sandgehalt 
durch Veraschen und Auswaschen mit heiBem Wasser bestimmt und 
ebenfalls in Abzug gebracht. Dies Verfahren ist natiirlich nicht véllig 
exakt, aber unter den gegebenen Verhiltnissen wohl geniigend. Eine 
Bestimmung des Sandes durch Bestimmen der Kieselsiure wire nicht 
méglich gewesen wegen des Kalkgehalts des verwendeten Leinetal- 
sandes. Das Auswaschen mit Wasser trennte wenigstens einen Teil 














der Asche vom Sande. 
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Im iibrigen ist ja auch die Behandlung bei allen 
gleichmabig. Aufschlammen der Substanz in Chloroform und Sammely 


der absitzenden Teile ware jedenfalls auch nicht sicherer gewesen. 


Tabelle I. 


Trockensubstanz. 














" Reihe : Viel Stickstoff 


Periode Wurzeln 
Ma dunia Gesamt eS 
menge 
3 | 0,46 0,19 | 065! 293 
+ 0,022 | 
4 | 157 | 0,75 232 | 323 
+011 | 
5 49 | 1,34 624 215 
+ 0,38 
6 9.6 | 2,75 | 12,35 223 
+ 0,67 | 
7 224 | 61 285 21,4 
+ 2,10 | 
8 || ~37,6 | 97 | 473 205 
+ 2,18 
9 | 641 | 168 80.9 208 
| + 1,95 | 
10 | 978 | 224 | 1202 186 
| + 1,55 
ll 1259 | 308 | 1567 196 
| + 2,23 | 
12 | 1649 | 388 | 2037 190 
| + 4,70 
13 || 1962 | 35,6 (2318 | 163 
| + 2,98 | 
14 | Periode iibersp nm 
15 | 2376 | 39,6 a7. 14,3 
16 | +716 | iod mae 
eriode iibers en 
17 | 263.4 | 36,1 | 12,0 
| + 6,16 | t | 
18 | Periode iibersprungen 
19 | 2709 | 38,0 o | 123 
| + 7,37 | 
20 | 2826 408 | 3234 | 126 
+ 1,28 
21 
22 


Aus Tabelle I sei zuniachst festgestellt, daB der relative Wurzel- 
anteil mit fortschreitendem Alter sinkt. Ferner ist der relative Wurzel- 
anteil bei der Wenig-Reihe héher als bei der Viel-Reihe, was bekannt 
ist. Man hat ja gefunden, daB bei geringer Nahrstoffzufuhr die relative 


Reihe : Wenig Stickstoff 


Ww urzelr 
—— Wurzeln Gesamt —: 
menge 
0,48 0.19 | 067 283 
+ 0,023 
191 0,75 | 266 282 
+ 0,12 
5,8 173 | 7,53 23,0 
+ 0,35 
114 | 428 | 1568 273 
+ 0,34 
16,0 61 | 221 27,6 
+ 2,00 | 
“47 | O11 | 338 26,9 
+ 1,02 | 
305 | 96 | 40,1 23,9 
os 2,29 
36.7 | 100 | 46,7 214 
+ 1,27 | 
381 | 119 | 500 23.8 
+ 1,83 
43,7 133 | 57,0 23,3 
+ 2,26 C 
52,1 14,0 21,2 
+ 2,44 
Periode Ps ae 
56,5 | 145 | 71,0 20,4 
+151 
Periode iibersprungen 
67,6 | 14.3 81,9 17,5 
+ 3, 34 
Periode iibersprungen 
706 | 140 | 846 16,5 
+ 4,10 | 
Periode iibersprungen 
67,6 | 124 | 800 15,5 
+ 1,95 | 
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Wurzelentwicklung héher ist!). Die ersten zwei bis drei Glieder sind 
hier allerdings auszunehmen, da nach Tabelle I kein wesentlicher 
Unterschied festzustellen ist. Wir werden jedoch sehen, daB gerade 
liese Anfangsglieder auch weitere UnregelmaBigkeiten zeigen. 

Es soll nun die Anpassung an die Robertsonsche Forme! untersucht 
werden. Es ergibt sich dabei zunichst eine Bestatigung unserer friiheren 
Feststellung, daB nimlich die Wachstumskonstante gréBer wird, wenn 
der absolute Endertrag gréBer ist, wie man am besten aus der Héhe 
der prozentigen Ertriige (bezogen auf den Endwert) in den jeweiligen 
Perioden ersieht. Die Zahlen finden sich in Tabelle V, 8.331. Man 
beachte hierbei jedoch, daB unter ,,Wachstumskonstanten“ diejenige 
Konstante verstanden ist, die sich ergibt, wenn auch die Endzeit gleich 
100 gesetzt ist®). Da in beiden Reihen jedoch diese Endzeiten nicht 
gleich sind, so kénnen die Relativzahlen der Tabelle V nicht ohne 
weiteres miteinander verglichen werden. Nun liegt der Fall aber so, 
daB sich ja, wie oben gesagt, das Wachstum der Wenig-Reihe langer 
hinauszégerte als das der Viel-Reihe. Das ]aBt aber den Konstanten- 
unterschied noch scharfer hervortreten: Denn der Unterschied kénnte 
sich nur durch eine verldngerte Vegetationsperiode der Viel-Reihe aus- 
gleichen, weil dann die ersten Perioden relativ tiefer lagen als 
gefunden, so daB somit die im Vergleich zur Wenig-Reihe relativ 
geringeren Ertrige sich fiir relativ gleiche Zeiten erhéhen wiirden, 
somit also ein Ausgleich stattfainde, was aber nicht der Fall ist, wie 
man sieht. 

Das gilt fiir die oberirdische Trockensubstanz und die Gesamt- 
trockensubstanz. Auch die Wurzeltrockensubstanz zeigt wohl das 
gleiche Bild, das aber nicht gut zu beurteilen ist, da hier der Zeitpunkt 
des Endertrags nicht sicher zu fassen ist. Bei der gewissen Unsicherheit 
der Bestimmung der Wurzeltrockensubstanz sei hierauf nicht weiter 
ingegangen. : 

Bei der Konstantenberechnung, die in Tabelle I] wiedergegeben 
st, zeigt sich dieser Unterschied sehr erheblich in der GréBe der Wachs- 
wnskonstanten, die in der Wenig-Reihe 0,0371, in der Viel-Reihe 
0550 betragt. Es wurde hierbei wieder, wie friiher, zur Vermeidung 
der Willkiir als A der tatsichlich gefundene héchste Wert angenommen, 
ie die angegebenen Formeln zeigen. Die Konstanten der Wenig-Reihe 
immen nicht schén. Besonders fallen die beiden in Tabelle I] um- 
ahmten Werte aus den iibrigen heraus. Sie wurden bei der Mittel- 
bildung nicht beriicksichtigt, was fiir die hier vertretene Anschauung 


1) Z. B. C. v. Seelhorst, Journ. f. Landwirtsch. 46, 52, 1898; Burmester, 
bendaselbst 61, 135, 1913. 

*) A. Rippel, Wachstumsgesetze bei héheren und niederen Pflanzen, 
21. Freising, F. P. Datterer, 1925 (S. 21). 
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(kleineres K bei geringerem Endwert) ungiinstig ist, somit nicl 
als Beschénigung aufgefaBt werden kann. Es sei bemerkt, dag 
die gefundenen Werte offenbar zu niedrig waren. Die vier Paralleley 
ergaben in Periode 11 23,0, 39,1, 42,5, 47,7; in Periode 12 49,4, 46.5. 
44,4, 34,4. LaBt man jeweils den niedrigsten Wert (23,0 bei 11 und 
34,4 bei 12) weg, so ergibt sich als Mittel 43,1 bzw. 46,6 und die Kon. 
stanten lauten nunmehr 0,158 bzw. 0,132, passen also zu den iibrigen, 
Doch ist von dieser Korrektur kein Gebrauch gemacht. Wie man sieht. 
treten die Unterschiede gleichwohl unzweifelhaft hervor. 





Tabelle II. 
Einzelkonstanten. 

Pes : Konstanten der Viel-Reihe | Konstanten der Wenig-Reihe 
riode nach Robertson nach Baule nach Robertson 

3 0,332 4.54 l 0,320 

4 0,305 4.61) 4.54 0,270 

5 0.274 4.47] 0.220 

6 0,270 4,67 0,190 

7 0,243 4,36! 4.50 0,192 

8 0,240 4.46 0,152 

9 0,223 4,20 0,154 
10 0,199 3,73! 4.16 0,150 
ll 0,244 4.55 0,056 
12 0,240 4.50 
13 0,221 408| 4.04 139 
14 doa a ai 
15 0,200 3.55 0.115 
16 = ms aie 
17 0,203 3,39) 0,187 
18 — — $338 _ 
19 0,179 3,37| a 
20 A A A 

Mittel: 0,241 4.18 0,190 
Wachstums- 
konstante: 0,0550 0.0371 


] y 


y 2 ‘ 
= 5 z—077 8706 —y 


x — 11,30 © 9896 — y . 
DaB es sich bei diesem Konstantenunterschied nicht nur um ein 
Erscheinung der Endglieder, sondern auch um eine solche des mittleren 
Kurvenverlaufs handelt, geht daraus hervor, daB die prozentual 
Maximalsteigerung der Viel-Reihe im héchsten Falle 14,6 (Periode 1! 
und 12), der Wenig-Reihe 10,7 (Periode 12 und 13) betragt, wie es nac! 
dem Konstantenunterschied theoretisch auch der Fall sein muB. 
Wie man nun aus den Zahlen der Tabelle 1 ersieht, ist besonder 
die Wenig-Reihe mit betraichtlichen Schwankungen behaftet, die sic! 
ja schon in dem kurz vorher besprochenen Falle bemerkbar machte! 
Wir werden sehen, daB solche Stérungen bei der Stickstoffaufnahme 
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noch unangenehmer in Erscheinung treten. Was die Ursache davon ist, 
vermégen wir nicht zu sagen. Es wire méglich, daB hier individuelle 
Schwankungen bei der geringen Zahl der Pflanzen (fiinf je GefaiB) sich 
stark bemerkbar machen, besonders unter den ungiinstigen Bedingungen 
der geringen Stickstoffversorgung. Es sei weiter bemerkt, daB sich 
unter den GefaBen ab und zu eines befand, das sich als etwas leck 
erwies. Wenn auch die Pflanzen nicht bei voller Wasserkapazitit 
gehalten wurden, so kam es doch hin und wieder vor, daB nach dem 
GieBen das Wasser offenbar heruntersackte und das GefiB auBen 
etwas feucht wurde. Wenn das auch, dem Augenschein nach, nicht 
erheblich sein konnte, so kénnten doch auf diese Weise in dem einen 
oder anderen GefaB geringe Stickstoffverluste aufgetreten sein, die 
zu anomalen Schwankungen fiihren konnten. 

Jedenfalls zeigte die Wenig-Reihe schon duBerlich einen wenig 
ausgeglichenen Stand. Wir haben nun hier, wie bei dem vorigen Versuch, 
bei jeder Probe die vier zu erntenden GefiBe so ausgewahit, daB wir 
je einen schlechteren, einen besseren und zwei mittleren Standes ernteten. 
Die Einwinde Wagners') hierzu sind an anderer Stelle zuriickgewiesen ?). 
Auf jeden Fall kénnen aber durch alle die erwihnten Umstiande keine 
systematischen Fehler in den Versuch hineinkommen. 

Mit diesen Schwankungen ist es auch zu erkliren, daB die letzte 
Probe der Wenig-Reihe geringer ausfiel als die vorletzte. Fiir die 
technung wurde, wie gesagt, um jede Willkiir auszuschalten, der tat- 
sichliche Héchstwert genommen. Man sieht auch, daB eine geringe 
Verschiebung keinen EinfluB auf das Ergebnis haben kénnte. 

Was nun aus Tabelle II noch besonders hervorzuheben ist, ist die 
schon friiher beobachtete, also immer wiederkehrende Erscheinung, 
da8 die Konstanten der ersten Glieder zu hoch ausfallen. Es sei darauf 
noch etwas naher eingegangen. 

1. Die Robertsonsche Kurve zeigt bei kleingm K eine Unstimmig- 
keit, die sich in diesem Sinne auswirken kann. Die notwendige Korrek- 
tur’) wiirde hier aber ziemlich gering sein, da K verhiltnismaBig groB 
ist. Fir den Héchstwert A wiirde sich, K = 0,0550 angenommen, 
99,82 ergeben, so daB die Konstanten der beiden ersten Glieder (fir 
die folgenden spielt die Korrektur keine Rolle mehr) ergeben wiirden 

OCG 6 we 6 te 6 eee OC 0,305 

Ionvigios= .... és. 0 «+ « « O88 0,300 
woraus sich ergibt, daB die systematische Zunahme der Konstanten 
nach oben zwar etwas abgeschwicht wird, aber nicht verschwindet, 
was sich ja auch bei unseren friiheren Versuchen ergab (Tabelle IV). 


') H. Wagner, Landw. Jahrb. 62, 785, 1925. 
*) A. Rippel, ebendaselbst 68, 877, 1926. 
3, Derselbe, Wachstumsgesetze, |. c., 8. 23ff. 
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2. Wir hatten friiher den Beginn des Wachstums vom Aufgang ay 
gerechnet. Mit Wagner glauben wir, daB es richtiger ist, diesen mit dey 
Tage der Einsaat anzusetzen. Auf die Berechnung der Kurve jac} 
Robertson hat das zunichst keinerlei EinfluB, da die Differenz x — , 
die gleiche bleibt, wohl aber auf die Berechnung der auf Relativzeite; 
bezogenen Wachstumskonstanten. Bei Rechnen mit dem Tage des 
Aufgangs wiirde man statt 0,0550 0,0452 erhalten und statt 0.037) 
0,0295. 

3. Oben hatten wir schon festgestellt, daB der relative Wurzel. 
anteil verschieden ist, mit zunehmendem Alter sinkt. Es ist danac! 
klar, daB sich ein Ausgleich der Kenstanten vollziehen miiBte, wenn 
nunmehr anstatt nur der oberirdischen Trockensubstanz diese mitsam 
den Wurzeln, die Gesamttrockensubstanz, beriicksichtigt wiirde. Ein 
Ausrechnung zeigte jedoch, daB dieser Ausgleich so gering ist, dal « 
iiberhaupt nicht in Frage kommt. 

4. Endlich sei noch auf die von Baule vorgeschlagene Form der 
Wachstumskurve eingegangen, fiir welche ebenfalls in Tabelle IT, fiir 
die Viel-Reihe, die Konstanten berechnet sind. Man sieht, da hier 
ebenfalls die Konstanten nach oben steigen, wie besonders deutlich 
wird, wenn man je drei Zahlen zusammenfaBt. Im iibrigen dasselbe 
Bild: Die vier ersten Pericden zeigen wie bei den Robertsonkonstanten 
die vier héchsten Werte. Des weiteren verweisen wir auf die Aus. 
fiihrungen des einen von uns tiber die Baulesche und Robertsonsche 
Kurve?). 

Wir stellen hier fest, daB beide systematische Abweichungen in 
dem Gang der Konstanten zeigen, indem diese in beiden Fallen nach 
links?) ansteigen. Die ersten Glieder zeigen also niedrigeres Gewicht, 
als nach der Forme! zu erwarten wire. Wenn es sich hierbei um eine 
physiologisch bedingte Exscheinung handelt, so wiirde das bedeuten, 
daB zuerst das Wachstum langsamer ist, als dem spateren Wachstums. 
verlauf entspricht, also eine Wachstumshemmung vorhanden ist. Tat- 
sichlich zeigen denn auch diese ersten Glieder noch weitere Unrege'- 
maBigkeiten, wie wir bei Besprechung der Stickstoffaufnahme sehen 
werden. Auch sei nochmals auf die Bemerkungen oben iiber den 
relativen Wurzelanteil der ersten Glieder verwiesen. 

Wir méchten es auch weiterhin nicht fiir unméglich halten, dal 
sich auch noch andere UnregelmaBigkeiten herausstellen kénnten 


1) A. Rippel, Landw. Jahrb. 68, 877, 1926. }Im Anschlu8 daran hat 
denn auch Baule (ebendaselbst 68, 889, 1926) seine alte Formulierung des 
Wachstumsgesetzes aufgegeben und eine neue aufgesiellt, auf die wir hier 
noch nicht eingehen, da uns zur Zeit der Abfassung Baules Arbeit erst im 
Fahnenabzug vorlag. 

2) Die Konstanten sind dabei von links nach rechts geschrieben gedac!it 
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etwa in den Endgliedern, was wir aber noch nicht beurteilen kénnen, 
da wir diese noch zu wenig exakt erfassen kénnen; die Schwierigkeiten 
sind hier zweifellos gréBer als bei den Anfangsgliedern. Wir stehen 
also in strengem Gegensatz zu Wagner, der die unbedingte Giiltigkeit 
der Bauleschen Formulierung voraussetzt und die gefundenen Zahlen 
gewissermaBen hineinzwingt. Wir betrachten im Gegenteil alle 
Formulierungen (auch die Robertsonsche) einstweilen als empirische 
uid glauben durch voraussetzungslosen Vergleich mit den experimen- 
tellen Befunden die Eigenschaften des Wachstumsablaufs richtiger 
erfassen zu kénnen. 

Auf einen weiteren Punkt sei noch aufmerksam gemacht: Mit- 
scherlich hatte die Forderung gestellt, daB die Aussaat abgezogen 
werden sollte. Wir hatten jedoch darauf hingewiesen, daB nur so viel 
abgezogen werden diirfe als der Trockensubstanz etiolierter Pflanzen 
entspricht, da der Verlust durch Atmung usw. natiirlich beriicksichtigt 
werden mu8. Die enthiilsten Samen wogen bei vorliegendem Versuch 
lufttrocken 0,0225 g je Stiick, etiolierte Pflainzchen von einer Hafer- 
periode 0,0188 g (absolut trocken), vom Alter zweier Haferperioden 
0.0182 g, so daB also fiir fiinf Pflanzen je GefaB noch 0,093 g in Abzug 
gebracht werden miiBten. Man sieht, das wiirde die UnregelmaBigkeit 
der ersten Konstanten wieder etwas verstirken, indem sie noch etwas 
héher wiirden. 

Verlauf der Stickstoffaufnahme. 


Tabelle LII zeigt den prozentigen Stickstoffgehalt in der Trocken- 
substanz; er nimmt, wie Kurve Abb. 1 fiir die beiden Reihen, ober- 
irdische Trockensubstanz, zeigt, logarithmisch ab. Hierbei sind auf 
der Abszisse die Wachstumsperioden, auf der Ordinate die zugehérigen 
prozentigen Werte abgetragen. Diese Abhangigkeit gilt jedoch, wie 
man sieht, bei der Viel-Reihe erst von der vjerten Probe (Periode 6) 
an. Vorher zeigen die Zahlen keine derartigen Beziehungen. In diesem 
Augenblick ist etwa ein Drittel der aufgenommenen Héchstmenge an 
Stickstoff bereits aufgenommen. Ahnliches zeigt die Wenig-Reihe 
(ebenfalls fiir die oberirdische Trockensubstanz, nur da hier dieser 
Punkt friiher, bei der zweiten Probe (Periode 4) liegt; auch hier be- 
deutet dieser Punkt ein Drittel der Héchstaufnahme an Stickstoff. 
Es scheint uns daraus mit aller Deutlichkeit hervorzugehen, daB diese 
UnregelmaBigkeit eine Begleiterscheinung der vorher schon erwahnten 
miglichen Wachstumshemmung in den ersten Kurvengliedern ist, 
wobei natiirlich nicht ohne weiteres zu erkennen ist, ob und in welchem 
wsichlichen Zusammenhang beide Erscheinungen stehen, wenn uns 
das auch in folgender Weise der Fall zu sein scheint: Es wire ja denkbar, 
daB die Aufnahme des Stickstoffs (wie natiirlich auch der tibrigen Nahr- 
stoffe) zunachst in den ersten Wachstumsstadien nicht entsprechend der 

















326 A. Rippel u. O. Ludwig: 


vorhandenen Menge vor sich gehen kénnte, sondern erst nach einer gewissey, 
EntwicklungsgréBe und somit VergréLerung der absorbierenden Ober. 
flache ; und auch deshalb nicht, weil die Anhaéufung in der Pflanze nicht 
beliebig weit getrieben werden kann. Es wiirde damit in Einklang 
stehen, daB bei der Wenig-Reihe, wie oben gesagt und wie aus Tabelle ||] 
hervorgeht, der prozentige Gehalt schon erheblich friiher regelmatig 
wird als bei der Viel-Reihe. Es wiirde dann also die anfangliche Stick. 
stoffaufnahme im Vergleich zur verfiigbaren Menge zu gering sein und 
entsprechend auch die Trockensubstanzproduktion. Beide kénnten 
sich erst von einem gewissen Entwicklungsstadium an angleichen, « 
daB also von diesem Gesichtspunkt aus eine anfingliche Wachstums. 
hemmung erklairt werden kénnte. 











Tabelle III. 
Prozertiger Stickstoffgehalt. 
Reihe : Viel Stickstoff Reihe : Wenig Stickstoff 
Periode (— ' [ER —— 

Oberirdisch Wurzeln Oberirdisch Wurzeln 
3 4,612 4,526 4,428 3,773 
4 i 6,211 5,037 4,970 4,604 
5 5,132 4,025 3,886 2,795 
6 5,206 3,271 1,796 1,450 
7 3,459 3,175 1,100 1,126 
8 2,264 2,194 0,872 1,116 
9 1,626 1,567 0,681 0,807 
10 1,259 1,395 0,609 0,788 
ll 0,949 1,115 0,560 0,691 
12 0,757 0,975 0,500 0,700 
13 0,706 0,884 0,490 0,689 

14 — — _— — 
15 0,598 0,771 0,415 0,721 

16 _ a — _ 
17 0,592 0,657 0,379 0,717 

18 ~- = —- —— 

19 0,572 0,635 — — 
20 0,508 0,624 0,358 0,662 

21 —_ — ai vk 
22 inl sia 0414 0,635 


Es kénnte scheinen, als ob eine derartige Wachstumshemmung 
nicht besteht, wenn man namlich fiir die ersten Glieder unserer Viel- 
Reihe, oberirdische Trockensubstanz, die Verdoppelungszeiten be- 
rechnet, also diejenige Zeit, ausgedriickt in unseren Perioden, inner- 
halb deren sich die Substanz verdoppelt. Man erhialt so fiir die 
Perioden */,, /;, 5/, die Zahlen 0,41, 0,47, 1,04. Rechnet man nw 
mit den gefundenen Wachstumskonstanten 0,0550 und den ent 
sprechenden z-Werten das zugehérige y aus, so erhilt man statt der 
obigen Zahlen folgende (wobei mit den korrigierten y-Werten ge- 
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rechnet ist, sonst wiren die Zahlen noch héher): 1,13, 1,32, 1,30. Wir 
,itten also keine Wachstumshemmung in unseren empirischen Zahlen, 
sondern eine Férderung. Das wire aber ein voreiliger SchluB, denn 
die Verdoppelungszeiten erniedrigen sich ja nach den jiingeren Perioden 
mn. Wir kénnen also zu gleichen Zeiten empirisch eine friihere Periode 
finden, als dem Theoretischem entspricht, womit sich die Verdoppe- 
ungszeit natiirlich entsprechend erniedrigen mu, was in Wirklich- 
keit eben doch die Folge einer Wachstumshemmung sein kann. Hier 
sind natiirlich weitere Versuche sehr erwiinscht. Es mag aber noch 
erwahnt sein, daB auch bei dem Wachstum von Bakterien eine solche 
anfangliche Wachstumshemmung festgestellt wurde, woriiber auf die 
Arbeiten von Rahn") und Meller?) verwiesen sei. 

Auch die Wurzeln verhalten sich prinzipiell ahnlich, nur daB die 
anfangliche UnregelmaBigkeit hier in beiden Reihen auf die erste Probe 
Periode 3) beschrankt ist. DaB sie aber auch hier bei der Viel-Reihe 
gréBer ist als bei der Wenig-Reihe, sieht man aus den Zahlen der 
Tabelle III; es sinkt nimlich der prozentige Gehalt an N in der Viel- 
Reihe von Periode 4 zu 5 nur um !/;, bei der Wenig-Reihe dagegen 
um fast 4. 
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© Wenig-Reihe. + Viel-Reihe. 


Wir wenden uns nunmehr wieder zur Betrachtung der ganzen 
Kurven in Abb. 1 und 2. Abb. 1 zeigt zunichst den prozentigen N-Gehalt 
als Funktion der einzelnen Wachstumsperioden fiir die beiden Reihen. 
Es scheint unzweifelhaft, daB beide Kurven in ihrer Kriimmungs- 
intensitit verschieden sind, und zwar die Wenig-Kurve steiler abfiallt 


1) O. Rahn, Centralbl. f. Bakteriol., Abh. IT, 16, 426 und 614, 1906. 
2) R. Meller, ebendaselbst 64, 1, 1925. 
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als die Viel-Kurve. Abb. 2 zeigt die gleichen prozentigen Zahlei q), 
Funktion der zugehérigen Trockensubstanzzahlen (Relativzahley 
Hierdurch miissen sich natiirlich beide Kurven etwas einander naher 
Aber es ist augenscheinlich, daB die Wesensverschiedenheit der beidey 
Kurven noch etwas bestehen bleibt. Es wiirde das also besagen, daj 
wahrend des Wachstumsablaufs bei der geringen Stickstoffversorgung 
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Abb. 2. 
© Wenig-Reihe. + Viel-Reihe. 
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dieselbe Konzentration an Stickstoff in der Pflanze mehr Trocken. 
substanz erzeugt als bei hoher Stickstoffversorgung; das stimmt aber 
véllig tiberein mit den Vorstellungen, die der eine von uns iiber di: 
Abhangigkeit der Substanzerzeugung von der Konzentration der zu. 
gefiihrten Nahrstoffe entwickelt hat: Die Wirkungskonstante eines 
variablen Nahrstoffs ist um so gréBer, je geringer die Versorgung mit 
den tibrigen Nahrstoffen ist!). Beide Fille sind selbstverstandlich nicht 
gleich, beruhen aber offenbar auf der gleichen Ursache. 

Was nun die in Tabelle IV wiedergegebenen Zahlen der absoluten 
Stickstoffaufnahme betrifft, so zeigt sich eben die schon von Liebacher’ 
festgestellte Erscheinung, daB keine wunmittelbaren Beziehunge: 
zwischen Trockensubstanzerzeugung und Niahrstoffaufnahme bestehen 
sondern diese jener stark vorauseilt. Man vergleiche auch die soeben 
erschienene Arbeit von Schleusener*). Wenn andererseits Pfeiffer wii 
Rippel*) gefunden haben, da8 bei ihren Versuchen die Nahrstoff- 
aufnahme der Trockensubstanzproduktion nicht so vorausliuft, wi 
das die alteren Versuche zeigten, so geht aus den vorliegenden Versuchen 


1) A. Rippel, Zeitschr. f. Pflanzenernihrung u. Dg. (A) 7, 1, 1926 
*) G. Liebscher, Journ. f. Landw. 35, 335, 1887. 

3) W. Schleusener, Zeitschr. f. Pflanzenernaéhrung u. Dg. (A) 7, 137, 1926 
*) Th. Pfeiffer und A. Rippel, Journ. f. Landwirtsch. 69, 137, 192! 
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Tabelle IV. Absolute Stickstoffaufnahme. 





Reihe : Viel Stickstoff Reihe : Wenig Stickstoff 


Wurzeln Gesamt Oberirdisch Wurzeln Gesamt 


0,021 0,009 0,030 0,022 0,007 0,029 
0,082 0,038 0,120 0,094 0,035 | 0,129 
0.251 0.054 0,305 0,215 0,048 | 0,273) 
0,500 0,088 0,588 0,205 0,062 | 0,267) 
0,775 0,194 0.969 0,176 0,069 | 0,245) 
0.851 0,213 1,064 0,215 0,102 0,317) 
1.042 0,263 1,305 0,208 0,077 | 0,285) 
1,231 0.312 1.543 0,224 0,079 | 0,303) 
1,195 0,343 1,538 0,213 0,082 | 0,295) 6 so4 
1,248 0.378 1,626 0,219 0,093 0,312) °* 

1,385 0,315 1,700 0,255 0,096 


0,270 
0,281 
0,294 


0,351 | 
— 40345 


1,421 0,305 1,726 0,234 0.105 | 0.339] 


1,559 0,237 0,256 0,103 0,359 
1,550 0,241 1,79 — _ —_ | 
1,436 0,255 6 0,253 0,093 | 0,346 


0,353 


= =. 0,280 0,079 0,359 


Gewicht der Samen (lufttrocken) . . . . 0,113 g je 5 Stiick 
Stickstoffgehalt der Samen ..... . . 0,0052¢ ,, 
2 » etiolierten Pflanzen. . 0,0051 ¢ 
Periode 1 


Stickstoffgehalt der etiolierten Pflanzen . . 0,0053¢ je 5 Stiick 
Periode 2 


hervor, daB die auBeren Bedingungen hierbei eine wesentliche Rolle 
spielen. Im vorliegenden Falle sind z. B. bei der Viel-Reihe in Periode 10 
86 Proz. des Stickstoffs aufgenommen, aber erst 37,2 Proz. des End- 
ertrags erreicht. Bei der Wenig-Reihe sind sogar schon in Periode 5 
76 Proz. des Stickstoffs aufgenommen und erst 8,9 Proz. des End- 
ertrags der Trockensubstanz erreicht. Man ersieht das am besten aus 
Tabelle V, in der die Relativzahlen aller Werte zusammengestellt sind. 

Wie man sieht, machen sich in der Wenig-Reihe die Schwankungen 
sehr stark bemerkbar: Wahrend die Trockensubstanzerzeugung immer 
eine stetige Zunahme zeigt, springen die Stickstoffzahlen etwas hin 
und her. Das ist natiirlich eine Folge der fast beendeten Stickstoff- 
aufnahme in Verbindung mit den gréBeren Schwankungen der Einzel- 
proben. Wenn, wie es hier der Fall war, die Proben zeitlich sehr dicht 
aufeinander folgen, kann es leicht zu solchen UnregelmiBigkeiten 
kommen. Fa8t man, wie es auch in der Tabelle IV geschehen ist, je 
zwei aufeinander folgende Zahlen zusammen, was etwa dem Uber- 
springen je einer Periode gleichkime, so verschwinden, wie es zu er- 
warten ist, diese UnregelmaBigkeiten. 

Biochemische Zeitschrift Band 177. 92 
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Wie sehr die Stickstoffaufnahme der Trockensubstanzerzeugung [J kann 
vorausliuft, ersieht man am besten aus Abb. 3, in der die Trocken. J etw 
substanz (Gesamtmenge) als Funktion der aufgenommenen Stickstoff- Jj paral 
menge dargestellt ist. 
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Abb. 3. 16 
© Wenig-Reihe. + Viel-Reibe. 17 


Eine wichtige Frage ist nun die: Geht die Trockensubstanz- §§ o || 
erzeugung, wenn nicht der Entwicklung der ganzen Pflanze, wenigstens § 21 
der Entwicklung eines Teiles der Pflanze parallel? Wenn man diese 
Méglichkeit in Betracht zieht, so ist es am wahrscheinlichsten, an- 
zunehmen, daB sie der Entwicklung derjenigen Organe parallel geht, I 
in denen auch die Verarbeitung des Stickstoffs stattfindet, nimlich der J wd ' 
Blatter. Leider haben wr diesen Gesichtspunkt nicht friihzeitig genug § stoffa 
in Betracht gezogen, so da8 wir ihn experimentell noch nicht priifen J nicht 
konnten ; es ist das fiir das nachste Jahr beabsichtigt. Aber diese An- Jj wohl 
nahme ist die wahrscheinlichste: Wir wissen, daB die alteren Blatter zum ¢ 
bereits absterben, wenn die ganze Pflanze sonst noch im kraftigsten J einer 
Wachstum steht; aus ihnen wandert dann der in den Chlioroplasten zu  stoff 1 
Eiwei8 verarbeitete Stickstoff zum gréBten Teile [etwa 75 Proz.*)] aus J anzun 
und wird offenbar zum Aufbau von Stengeln, Friichten usw. verwandt, JJ solang 
besonders auch der letzteren. Die Blattentwickhung ist dann aber Jj werde 
abgeschlossen. Im vorliegenden Falle begann die Viel-Reihe am § Sticks 
18. Juli (in Periode 13), die Wenig-Reihe am 1. August (in Periode 15) Jj entsp1 
zu bliihen. Aus Tabelle V ersieht man, da die Stickstoffaufnahme Mv 
in diesem Zeitpunkt denn auch so gut wie abgeschlossen ist. Man Bi pistte 


1) A. Rippel, Biol. Centralbl. 41, 508, 1921. 


a 
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kann also mit gréBter Wahrscheinlichkeit annehmen, daS Bilatt- 
entwicklung und Stickstoffaufnahme einander wenigstens einigermaBen 
parallel gehen. 

Tabelle V. 


Relativzahlen. 





Oberirdisch Wurzeln Gesamt 





viel Stickstoff | wenig Stickst. | viel Stickstoff wenig Stickst. | viel Stickstoff | wenig Stickst. 


Tr.sS. N Tr.sS. N reS.| N TrsS. N TrS.| N TrS N 


| 

02 14 07 79) 05) 24) 14) 67) O2 1,7 
05 53) 27| 336) 18/101! 54| 333) 07, 68 
7 82 76.9) 32. 14'3| 124) 457) 19 
34 161 732) 68 | 233) 30,6 
7'9| 49°7 22°6 629) 15.0) 51'3| 43.6) 

35,0 76,9) 23,8) 56,4!) 65,0) 

432) 743) 412) 693) 686. 

52.0 80,0) 549| 82,6| 71.4 

54.0| 76,1 | 75.5| 90.8| 85.0| 

61.9 782) 95.1/100 | 95.0 

738 91/1/| 872 100° | 


~ 


~ 


SR ae aows 
ie tom Oe tn tO = oo 


—) 
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BIee% 


- 


80,0 83,6) 97,1 100 85,7 | 


95,8 91,4) 88,5 92,6 100 


mee gets Pr 95,2 
100 | 90,4 100 100" | 


100 | 


Hierbei ist jedoch noch auf eines hinzuweisen: Aus Tabelle IV 
wd V geht hervor, daB in den spiteren Vegetationsstadien die Stick- 
stoffaufnahme méglicherweise noch langsam fortschreitet, falls es sich 
nicht (s. weiter unten) um Versuchsfehler handelt. Danach ist es sehr 
woh] méglich, daB die Stickstoffaufnahme der Blattentwicklung zwar 
mm gréBten Teile parallel ginge aber nicht durchaus. Das kénnte dann 
seinen Grund darin haben, daB auch von Stengel und Friichten Stick- 
stoff unmittelbar aufgenommen wird oder, was mit ziemlicher Sicherheit 
anzunehmen ist, daB die Blatter ja auch nach beendeter Entwicklung, 
solange sie noch nicht vergilbt sind, noch weiter Stickstoff aufnehmen 
werden. Denn wir wissen, daB nachts eine Abwanderung verarbeiteten 
Stickstoffs aus den Blittern vor sich geht, so da8 tagstiber mit einer 
entsprechenden Wiederauffiillung zu rechnen ist). 


Mit diesen Uberlegungen soll gezeigt werden, daB auch zwischen 
Blattentwicklung und Stickstoffaufnahme wahrscheinlich keine véllige 


') K. Mothes, Planta 1, 472, 1926. 
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Parallelitat zu erwarten sein diirfte. Doch ware die Feststel)ung 
dieser Beziehung sehr wichtig. 

Vergleichen wir nun weiter die Stickstoffaufnahme beider Reihey 
miteinander, wozu die relativen Zahlen der Trockensubstanzprodukt joy 
und Stickstoffaufnahme in Tabelle V zusammengestellt sind, so geht 
daraus hervor, wenn wir zunichst die Gesamtzahlen betrachten, daj 
bei der Wenig-Reihe, ebenso wie die relative Trockensubstanzprodukt ion 
zu entsprechenden Zeiten héher ist als bei der Viel-Reihe, dies auch fir 
die Stickstoffaufnahme gilt, und zwar ist das Verhiltnis in Periode 3 
bis 5 fast dasselbe, nimlich etwa: relative Trockensubstanz /relative: 
Stickstoffaufnahme = 1/10. Von Periode 6 bis 13 dagegen ist dieses 
Verhiltnis bei der Viel-Reihe merklich weiter als bei der Wenig-Reilx 
z. B. in Periode 6 bei Viel 1/8,6 gegen 1/4,0 bei Wenig. Bei den letzte; 
Perioden verwischt sich diese naturgemiB. DaB die drei ersten Periodey 
sich in beiden Reihen ebenfalls nicht unterscheiden, ist der schon er. 
wahnten UnregelmaBigkeit der Stickstoffaufnahme in diesen Periode 
zuzuschreiben. Es geht also daraus hervor, daB die relative Trockep. 
substanzzunahme, bezogen auf die relative Stickstoffaufnahme, bei der 
Wenig-Reihe gréBer ist als bei der Viel-Reihe, d. h. die relative Stick. 
stoffwirkung ist in der Wenig-Reihe gréBer. Es ging das ja auch schon 
aus der Betrachtung der prozentigen Stickstoffzahlen oben hervor 
Die Stickstoffaufnahme laiuft der Trockensubstanzproduktion als 
relativ') bei der Viel-Reihe mehr voraus als bei der Wenig-Reihe: 
absolut!) wiirde man dagegen sagen kénnen, daB umgekehrt die N-Au. 
nahme der Wenig-Reihe der Trockensubstanzerzeugung sehr viel melu 
vorauslauft als bei der Viel-Reihe, wenn man von den Prozent. 
zahlen der Hiéchstmengen ausgeht. Es wire sehr wiinschenswert, dies 
kiinftighin scharfer auseinanderzuhalten. Unsere Zahlen stehen im 
Gégensatz gu der Angabe von Schleusener (|.c.), wonach die N-Aw- 
nahme bei N-Zufuhr der Trockensubstanzproduktion stirker vorau: 
liefe als ohne oder mit geringer N-Zufuhr (in unserem obigen absolute: 
Sinne). Doch handelt es sich bei diesem um Feldversuche, die wenig 
iiber das Prinzipielle aussagen kénnen. Auch zeigt die Tabelle 8. 14 
manche Ausnahme davon. 


Betrachten wir nun weiter die Verhaltnisse bei den Wurzeln wit 
der oberirdischen Substanz, so ist das Bild prinzipiell das gleiche. Als 
auffallend sei aus Tabelle V erwahnt, daB die relative Stickstoff. 
aufnahme der Wurzeln in beiden Reihen bis etwa Periode 1] nahez 
gleich verlauft mit der der oberirdischen Substanz, wihrend die relatiy 


1) Um MiBverstandnissen vorzubeugen, sei ausdriicklich bemerkt, da 
relativ und absolut hier, an dieser Stelle, auf die prozentigen Zahlen det 


Tabelle V angewendet sind. 
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Trockensubstanz der Wurzeln der der oberirdischen Substanz erheblich 
yvorauslauft. Absolut tritt schlieBlich in den Wurzeln eine Stickstoff- 
abnahme ein, die offenbar auf Abwanderung von Stickstoff in die 
oberirdischen Teile beruht. Sie tritt bei der Viel-Reihe bereits bei 
Periode 13, bei der Wenig-Reihe erst bei Pericde 17 in Erscheinung. 
Wenn auch die Sicherheit dieser Zahlen nicht bekannt ist, so diirfte 
doch so viel daraus hervorgehen, daB bei reichlicher Stickstoffversorgung 
absolut und relativ mehr Stickstoff aus den Wurzeln fiir die ober- 
irdischen Teile mobilisiert werden kann, was durchaus verstandlich ist. 
Die absolute Mobilisation wiirde, wenn die Maximalzah] und die Minimal- 
zahl angenommen werden, betragen bei der Viel-Reihe 0,141, bei der 
Wenig-Reihe 0,026 g; die relative Mobilisation derselben Zahlen 37,3 
baw. 24,8 Proz. 


Bemerkungen zur Ertragskurve. 


Es sei noch eine Bemerkung iiber die Ertragskurve angeschlossen. 
Unsere friihere Feststellurg, daB die Ertragskonstante, der Mitscherlich- 
sche Wirkungsfaktor, sich mit der Zeit andert, und zwar mit zunehmendem 
Alter kleiner wird, zeigt sich hier vollauf bestaétigt, wie das Verhaltnis der 
Ertrage der Viel- und Wenig-Reihe in den verschiederen Wachstums- 
perioden zeigt. Es ist diese Tatsache inzwischen auch von Baule') anerkannt 
worden. Dabei mu8 noch darauf hingewiesen werden, daB die ersten vier 
Perioden der Viel-Reihe nach Tabelle I sogar gegeniiber der Wenig-Reihe 
bereits auf dem absteigenden Ast der Ertragskurve liegen; wenn die Unter- 
schiede auch noch innerhalb der Fehlergrenzen liegen, so kann es doch kein 
Zufall sein, daB es in den vier ersten Perioden nacheirarder zu beobachten 
ist. Es war das auch duBerlich so auffallend, da8 wir fast an eine Ver- 
wechslung der beiden Reihen dachten, bis sich von der fiinften Probe an 
die eigentlichen Unterschiede zeigten. Wegen dieser Frege sei auf eine 
weitere Veréffentlichung des einen von uns verwiesen?). Ein gleiches wurd? 
auch von R. Meyer *) fiir Aspergillus festgestellt, allerdings in ausgeprigterem 
MaBe. 


Zusammenfassung. 


Es wird der Wachstumsverlauf und der Verlauf der Stickstoff- 
aufnahme bei Helianthus annuus untersucht bei geringer und bei 
reichlicher Stickstoffversorgung, wobei auch die Wurzeln geerntet 
wurden. Es bestitigt sich, daB die Wachstumskonstante mit geringerer 
Stickstoffversorgung sinkt, es steigt also die relative Trockensubstanz- 
produktion in der ersten Halfte der Wachstumskurve. Entsprechend 
steigt auch die relative Stickstoffaufnahme, wenn man diese Relativ- 
werte als absolute Zahlen betrachtet. Bezieht man sie dagegen auf 


1) B. Baule, Landw. Jahrb. 68, 889, 1926. 

*) Im Erscheinen: A. Rippel, Zeitschr. f. Pflanzenernahrung u. Dg. (A) 
7, 1926. 

8) Erscheint an gleicher Stelle wie ?). 
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die zugehérige relative Trockensubstanz, so bleibt diese verhaltnis. 
maBige Stickstoffaufnahme bei der Wenig-Reihe hinter derjenigen der 
Viel-Reihe zuriick. In den ersten Gliedern der Wachstumskurve finden 
sich UnregelmaBigkeiten (zu hohe Konstanten bzw. zu niedrige em. 
pirische Werte), die, in Hinsicht auf die Robertsonkurve, vorlaufig als 
Wachstumshemmung definiert werden. In diesen Gliedern finden sic) 
ferner UnregelmaBigkeiten im prozentigen Stickstoffgehalt; beice 
stehen vielleicht in ursiéchlichem Zusammenhang. Die Beriicksichtigung 
der Wurzeln dndert das sich aus der oberirdischen Trockensubstanz 
ergebende Bild nicht, obwohl der relative Wurzelanteil von den ersten 
Wachstumsstadien an stetig sinkt, also ein Ausgleich der erwiahntey 
UnregelmaBigkeiten eintreten miiBte, der aber so gering ist, daf er 
iiberhaupt nicht merkbar wird. 
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Der spezifische Brechungszuwachs des Gesamteiweibes 
im Blutserum. 


Von 


Gottfried Schretter. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 9. August 1926.) 


Die Frage des spezifischen Brechungszuwachses des SerumeiweiBes 
als Ganzes und die damit eng verkniipfte Frage des spezifischen 
Brechungszuwachses der beiden Hauptfraktionen des SerumpiweiBes 
hat sowohl ein chemisches, allgemeinbiologisches als auch ein methodi- 
sches Interesse fiir die EiweiBanalyse des Blutserums. 

Unter spezifischem Brechungszuwachs wird der Brechungswert 
einer Iproz. Lésung nach Abzug des Brechungswertes des Lésungs- 
mittels bei der iiblichen Temperatur fiir Messungen mit dem Pulfrich- 
schen Ejintauchrefraktometer (17,5°) verstanden. Der spezifische 
Brechungszuwachs ist bekanntlich ein summarischer Ausdruck der 
Art, Zahl und Bindung der Atome, aiso der chemischen Struktur. 
Wiirden bei verschiedenen Personen oder zu verschiedenen Zeiten bei 
derselben Person fiir die Globuline und Albumine Schwankungen 
desselben nachgewiesen werden, so wire damit ein Beweis gewonnen, 
daB die Globulin- und die Albuminfraktion bei verschiedenen Individuen 
oder am gleichen Individuum zu verschiedenen Zeiten nicht die gleiche 
physikalische oder chemische Struktur haben, man kénnte also bei 
positivem Versuchsausfall einen Beitrag zu der Frage gewinnen, ob 
zwischen normalem und pathologischem SerumeiweiB nicht nur Unter- 
schiede in der Aussalzbarkeit, sondern auch qualitativ chemische Unter- 
schiede bestehen. 

AuBerdem hat die Frage ein methodisches Interesse insofern, als 
sie eine der Grundlagen der refraktometrischen MikroeiweiBanalysen 
nach Reiss und nach Robertson beriihrt, arbeitet doch gerade die Methode 
von Robertson mit einem konstanten spezifischen Brechungszuwachs 
fir Albumin und fiir Globulin, die Methode von Reiss sogar mit einem 
konstanten spezifischen Brechungszuwachs fiir das GesamteiweiB. 
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DaB die Voraussetzung einer ziemlichen Konstanz des spezifischen 
Brechungszuwachses fiir die Fraktionen des SerumeiweiBes mit hinreichender 
Annaherung zutrifft, wird durch die Ubereinstimmung wahrschein!:ch 
gemacht, welche die Mg SO,-Fraktionierung und Kjeldahlbestimmung nach 
Berger und Petschacher, oder die Na,SO,-Fraktionierung und Kjelda}h)|- 
bestimmung nach Arnd und Hafner und schlieBlich die Am, 8 O,-Fraktio- 
nierung und N-Bestimmung nach Kjeldahl nach Auswaschen des Am, 8 0,.- 
Stickstoffs nach einer neuen Methode von Petschacher, Berger urd Schretter 
mit der refraktometrischen Robertsonschen Methode ergeben haben. Dem. 
gegeniiber erklarten Starlinger und Hartl auf Grund von Wagungen an cer 
Torsionswage, die jedoch inzwischen von Arnd und Hafner, sowie von 
Petschacher, Berger und Schretter als nicht ganz zuverlassig kritisiert wurden, 
daB der spezifische Brechungszuwachs von Albumin und Globulin unter 
pathologischen Verhaltnissen viel gréBerer Schwarkungen unterliege, als 
die bisherigen Untersucher angegeben haben, und daB somit unter den von 
Berger und Petschacher diskutierten Fehlerquellen der refraktometrischen 
Methode nach Robertson besonders die letzte, namlich die Variabilitat des 
spezifischen Brechungszuwachses von Albumin und Globulin, ein solches 
AusmaB erreiche, daB dadurch die Anwendbarkeit der MikroeiweiBanal yse 
nach Robertson in Frage gestellt wird. 

Die folgenden Untersuchungen bringen einen Beitrag zu der durch 
die Angaben von Starlinger und Hartl neuerlich zur Diskussion ge- 
stellten und bisher gewiB noch nicht geniigend untersuchten Frage 
nach der Variabilitaét des spezifischen Brechungszuwachses der Eiweib- 
kérper des Blutserums unter pathologischen Bedingungen. 

In einer ersten Mitteilung sollen die Bestimmungen des spezifischen 
Brechungszuwachses des GesamteiweiBes zusammengestellt werden. 


Eiwei8gehalt und Eiwei8zusammensetzung in den untersuchten Seren. 

Wenn Abweichungen des spezifischen Brechungszuwachses fiir das 
GesamteiweiB, Albumin und Globulin gegeniiber den bisher als mehr 
oder weniger konstant angenommenen Werten vorkommen, so sind 
solche, wie Starlinger und Hartl ganz richtig betonen, 4m ehesten in 
pathologischen Sera zu erwarten. Es wurden deshalb der vorliegenden 
Untersuchung Seren zugrunde gelegt, die als pathologisch dadurch 
gekennzeichnet sind, daB sie: 

1. Von kranken Menschen stammen (siehe klinische Diagnose). 

2. Die fiir pathologisch verindertes Serum charakteristische Ver- 
mehrung des Reststickstoffs und ein pathologisches Verhalten der 
Viskositit, die nach dem Verfahren von Petschacher durch die spezifische 
Viskositatserhéhung (7) charakterisiert wurde, zeigten. 

Starkere pathologische Vermehrung oder Verminderung des Gesamt- 
eiweiBspiegels oder Hyperglobulinimie war in den untersuchten Seren nicht 
nachweisbar. 

Untersucht wurden neun pathologische Menschensera, welche 
von Patienten unserer Klinik stammen. Alle Sera sind Niichternsera, 


Tabelle I. 


iweiBgehalt und EiweiSzusammensetzung in den untersuchten Seren. 


rf. 
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wodurch Fehiern durch erhéhten Lipoidgehalt aus dem Wege gegangen 
wurde. AuBerdem wurde eine sterile Ascitesfliissigkeit untersucht, dic 
mir gréBere Ausgangsmengen und die Méglichkeit einer Parallel. 
untersuchung bot. 


Methoden, welche zur Charakterisierung der EiweiBverhaltnisse heran. 
gezogen wurden, sind: 

1. Die refraktometrische MikroeiweiBanalyse nach Robertson in Modi 
fikationen nach Berger und Petschacher. 

2. Die kjeldahlometrische EiweiBanalyse mit Ammonsulfatfraktio 
nierung und Auswaschen des Ammonsulfatstickstoffs durch Umfallen mit 
Natriumwolframat und Schwefelséure nach Petschacher, Berger und Schretter 

3. Die Bestimmung der spezifischen Viskositétserhéhung nach Pet. 
schacher. 


Die Ergebnisse der Serumanalysen sind in Tabelle I zusammen. 


gestellt. 


Der spezifische Brechungszuwachs des GesamteiweiBes. 

Mit dem spezifischen Brechungszuwachs des GesamteiweiBes im 
Serum haben sich unter anderen Reiss, Robertson, Rohrer, Arnd wid 
Hafner, Starlinger und Hartl, Neuhausen und Rioch, Petschacher, Berger 
und Schretter beschaftigt. 

Der spezifische Brechungszuwachs wird prinzipiell dadurch be. 


stimmt, daB man an der zu untersuchenden Lésung einerseits den au/ 
EiweiB entfallenden Brechungsanteil, andererseits den KiweiBgehalt «ut 
kjeldahlometrischem oder gravimetrischem Wege ermittelt. Der 
Quotient aus dem auf erstem durch den auf zweitem Wege ermittelten 
Wert ergibt den spezifischen Brechungszuwachs, d.h. den Brechungs- 
anteil fiir 1 Proz. EiweiB. Auf dieser Grundlage wurden von ver- 
_ 8chiedenen Autoren nun Methoden angewandt, die sich durch ver- 
schiedene Darstellung und Definition des EiweiBanteils unterscheiden, 
weshalb die Resultate nicht unmittelbar vergleichbar sind. 


’ A. Gravimetrische EiweiBbestimmung. 


1. Dar Brechungswert des dialysierten und alkoholjdllbaren Serum- 
anteils. Erstes Verfahren nach Reiss. Serum wurde gegen Brunnen- und 
destilliertes Wasser 4 bis 6 Wochen lang bis zur Kochsalzfreiheit dialysiert. 
Das durch ausgefallenes Euglobulin leicht getriibte Dialysat wurde filériert 
und der Brechungskoeffizient bestimmt. Der GesamteiweiBgehalt wurde 
durch Alkoholfdllung, einstiindiges Erhitzen, Auswaschen mit Wasser. 
Alkohol und Ather, Trocknung bis zur Gewichtskonstanz bei 105 bis 110. 
Wagung, Veraschung und Abzug der Asche bestimmt. 

2. Der Brechungswert des dialysierten und hitzekoagulablen Serun- 
anteils. Zweites Verfahren nach Reiss. In durch D‘alyse stark verdiinntem 
Serum wurde das bei der Dialyse ausgefallene HiweiB durch Zusatz von 
Natriumcarbonat von genau bekanntem Brechungskoeffizient wieder 
gelést. In dieser Lésung wurde der Brechungskoeffizient bestimmt. Nun 
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wurde die Lésung durch 2H ssigsdurehitzefdllung im zugeschmolzenen Réhrehen 
enteiwaiBt und wieder der Brechungskoeffizient bestimmt. Die Differenz 
der Brechungskoeffizienten vor und nach der EnteiweiBung ergibt den 
Brechungskoeffizienten des EiweiBanteils. Dar Gesamt-N wurde wie bei 1. 
ermittelt. 

3. Der Brechungswert des adialysablen Serumanteils. Verfahren nach 
Rohrer. Zur Messung des Brechung;anteils der Nichteiwei8kérper beschrankt 
sich Rohrer auf die Bestimmung der dialysablen Stoffe. Fette und Lipoide 
(etwa 0,3 g-Proz.), Albumosen, adialysable anorganische Stoffe, die nach 
Rona und Takahashi nur wenige Milligrammprozent ausmachen, werden 
bai diesem Verfahren sowohl bei der Refraktionsbestimmung als auch bei 
der Gowichtsbestimmung als Eiwei8 gerechnet, ein Fehler, den Rohrer 
bowuBt m't in Kauf nimmt. Das Serum wurde gegen eine etwa 1,1 proz. 
NaC\-L3sung von der Rofraktion 20,2 zum D/alysierausgleich gebracht. 
De Konzentration und der prozentuale Brechungsanteil der Nicht- 
eiweiBkérper in der Innen- und der AuBenfliissigkeit wurden als gleich 
angenommen. Die Bestimmung des Gehalts an festen Stoffen in der 
Innen- und AuBenfliissigkeit durch Trocknen und Wagen gibt dann durch 
Subtraktion der beiden Werte den Gehalt der Innenfliissigkeit an nicht- 
dialysablen Stoffen. Der Quotient aus Brechungsanteil und Gewicht der 
nichtdialysablen Stoffe ergibt den Brechungszuwachs fiir 1 Proz. 

Hier sind, wie bereits betont, bei der Refraktionsbestimmung und bei 
der Gewichtsbestimmung auch die adialysabien NichteiweiSkérper als 
Eiwei8 gerechnet und auBerdem jener Teil der dialysablen Serumstoffe, die 
bei dieser Versuchsanordnung in der Innen- und AuBenfliissigkeit ungleich 
verteilt sind (Donnansches Gleichgewicht). 

4. Dor Brachungsanteil des hitzekoagulablen Serumanteils. Verfahren 
nach Starlinger und Hartl. Dor GoasamteiweiBgehalt wird durch Séure- 
Hitzefallung, Filtrieren, Auswaschen bis zur negativen Bariumsulfat- 
reaktion, einmaliges Waschen m't kaltem Alkohol und Ather, Trocknung 
und Wagung an der Torsionswage bestimmt. 

Hier sind, wie boi allen folgenden angefiihrten Untersuchern, fiir die 
Refraktionsbestimmung die hitzekoagulablen oder vom Koagulum mit- 
gerissenen NichteiweiSkérper als Eiwei8 gerechnet. 


B. Bestimmung des GesamteiweiBgehalie auf kjeldahlometrischem Wege. 


1. Der Brechungswert der in Alkali gelésten Alkoholfdllung nach 
Trocknen und Wiederauflésen. Verfahren nach ‘Robertson (zitiert nach 
Reiss). Robertson hat Oshsenseren zur Refraktionsmessung gebracht; das 
Gesamteiwei8 durch Alkoholfallung, Reinigung, Trocknung, Lésung unter 
Alkalizusatz in verschiedenen Verdiinnungen dargestellt und den Eiwei8- 
gehalt im allgemsinen nach Kjeldahl bestimmt. 

2. Der Brechungswert des nicht ultrafiltrierbaren Serumanteils. Neu- 
hausen und Rioch bestimmten den EiweiBgehalt ebenfalls nach Kjeldahl. 
Zur Bestimmung der EiweiGrefraktion bonutzten sie jedoch die Methode der 
Ultrafiltration, wahrend die iibrigen angefiihrten Autoren nach der Methode 
von Robertson so verfahren, da8 die Restrefraktion durch Hitzekoagulation 
bestimmt wird und diese, sowie die Refraktion des Wassers von der Voll- 
serumrefraktion in Abzug gebracht wird (mit Ausnahme von Reiss und 
Rohrer). Neuhausen und Rioch setzten die Refraktion des Ultrafiltrats der 
Refraktion der NichteiweiSkérper gleich und gingen sonst auf analoge 
Weise vor. 
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3. Der Brechungswert des hitzekoagulablen Serumanteils. Verfahren 
nach Arnd und Hafner. Der EiweiBbrechungswert wird nach Robertson 
durch Subtraktion: Vollserumrefraktion — Refraktion des nichthitze- 
koagulabeln Serumanteils berechnet. Der EiweiBgehalt wird durch N-Be- 
stimmung nach Kjeldahl und Multiplikation mit dem Faktor 6,25 nach 
Abzug des Reststickstoffs ermittelt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde an den Seren (bzw. der Ascites. 
fliissigkeit), an denen weiterhin (siehe die folgende Mitteilung) der 
spezifische Brechungszuwachs fiir Albumin und fiir Globulin auf 
direktem Wege nach Isolierung und auf indirektem Wege bestimmt 
wurde, auch der spezifische Brechungszuwachs fiir das nichtisolierte 
und méglichst unbeeinfluBte GesamteiweiB nach dem von Arnd wnd 
Hajner angewendeten Verfahren bestimmt. 

Der EiweiBgehalt ist in dieser Reihe aus dem N-Gehalt berechnet. 
Die Berechnung hat zur Voraussetzung, daB der Quotient aus Eiweié- 
gewicht : EiweiBstickstoff (Kjeldahlfaktor) auch bei pathologischen 
Seren keinen gréBeren Schwankungen ausgesetzt ist. 

Die Werte bringt Tabelle II. 


Tabelle II. 


Spezifischer Brechurgszuwachs des Gesamteiweifes. 





Eiweifs Spezifischer Differenz 
| Brechungszuwachs vom Mittelwert 
g-Proz. 


6,55 0,002 11 + 0,000 02+) + 0,000 09 
6.56 0,001 98 + 0,000 01 — 0,000 04 
7,08 0,001 96 + 0,000 03 — 0,000 06 
6,48 0,002 09 + 6,000 02 + 0,000 07 
5,61 0,002 00 + 0,000 04 — 0,000 02 
7,44 0,002 00 + 0,000 01 — 0,000 02 
7,21 0,001 98 + 0,000 03 — 0,000 04 
3.51 0,001 96 + 0,000 06 — 0,000 06 
5.43 §} 0.00207 + 0,00002 + 0,000 05 


*) Fehlerbreite, berechnet aus Doppelbesti ry 





Ee ee ee eee ee ee ee ee 0,002 11 
Oe ee ed te ee? ae ae ee eee 0,00202 
Minimalwert. .. . > oegend ae arg 0,001 96 
Maximale Mantitnies g vom ‘Mittelwert hte 8 6 * Sees 
Mittlere Abweichung vom Mittelwert. ... . . + 0,00005 
Mittlere Fehlerbreite berech. aus "Ske Se eS + 0,00002, 


Um die Unterlagen fiir die Beurteilung des spezifischen Brechungs- 
zuwachses zu erweitern, wurde auch aus den von Petschacher, Berger 
und Schreiter untersuchten 32 pathologischen Menschen- und 7 normalen 
Kaninchenseren, sowie aus einer Untersuchungsreihe von Berger und 





Gesamteiwei8 im Blutserum. 341 


Galehr (47 pathologische Menschen- und 23 pathologische Kaninchen- 
sera) dor spezifische Brechungszuwachs fiir das GesamteiweiB berechnet 
und in Tabelle III, IV, V, VI geordnet. 

Die Variation des spezifischen Brechungszuwachses ist in jeder 
Tabelle tibersichtlich zusammengestellt. 


Tabelle III. 
Spezifischer Brechungszuwachs des Gesamteiweifes. 
terechnet aus 32 pathologischen Menschenseren (aus Petschacher, Berger 
und Schretter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 449, 1926). 





Eiweif peiatae os - Fiweif oe ed Differenz 
g-Proz woul * | vom Mittelwert | ““* g-Proz a vom Mittelwert 
. Zz. s . 


0,002 00 + 0,000 03 23 | 5,85 0,001 93 — 0,000 04 
0,002 04 + 0,000 07 24 || 8,34 0,001 93 — 0,000 04 
0,002 00 +- 0,000 03 7,44 0,001 95 — 0,000 02 
0,001 96 — 0,000 01 26 || 8,38 0,001 99 + 0,000 02 
0,002 04 + 0,000 07 27 || 7,30 0,002 04 + 0,000 07 
0,002 09 +- 0,000 12 28 || 6,98 0,001 92 — 0,000 05 
0,001 94 — 0,000 03 29 | 6,58 0,001 83 — 0,000 14 
0,001 95 — 0,000 02 30 = 55,60 0,002 00 + 0,000 03 
0,001 91 — 0,000 06 31 = 66,68 0,001 87 — 0,000 10 
0,002 01 + 0,000 04 32 5,93 0,001 92 — 0,000 05 
0,002 00 -+- 0,000 03 33. 8,77 0,001 86 — 0,000 1] 
0,001 83 — 0,000 14 34. 6,17 0,001 98 + 0,000 01 
0,001 91 — 0,000 06 43 6,80 0,002 04 +- 0,000 07 
0,001 93 — 0,000 04 44 6,69 0,001 97 0 

0,002 15 + 0,000 18 7,72 0,002 02 + 0,000 05 
0,001 91 — 0,000 06 46 9,05 0,002 05 + 0,000 08 





a es ee a ae ok 0,002 15 
eg RE SS ee ee ~ 8 See 0.00197 
rst, 5. 6°e tk bs 4 dee oe we open Oe 0,001 83 
Maximale Abweichung vom Mittelwert. . .... . +.0,00016 
Mittlere Abweichung vom Mittelwert. . ..... . + 0,00006 


Tabelle IV. 
Spezifischer Brechungszuwachs des Gesamteiweifes. 


Berechnet aus 47 pathologischen Menschenseren aus der Versuchsreihe von 
Berger und Galehr. 





ao ma .~ +| Name eens a 
zuwachs * . masan g-Proz. zuwachs 


Differenz 
vom Mittelwert 


0.00195 —0,00006 
0.00192 —0,00009 
0.00191 —0,00010 
0,002 02 +- 0,000 01 
0,002 15 + 0,000 14 
0.00216 + 0,00015 
0.00206 + 0,000 05 


0,001 94 —0,000 07 Gur. 
0,00203 + 0,000 02 . 
0.00199 —0,00011 Hof 
0,001 89 —0,000 12 » 
0,00198 — 0,000 03 Dob. 
0,001 89 —0,00012 > 

0,00189 —0,000 12 3 


* 


AD A IO 13 
i eo 
Sssr-—ass 
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Tabelle TV (Fortsetzung). 





: . } ; | 
Eiweif | Spezifischer Ditties Fiweig | Spezifischer Differenz 
Name | Brechungs- |, om Mittelwert Name Brechungs+ | yom Mittelwert 


g*Proz. | zuwachs | g-Proz. zuwachs | 


Déb. 6,97 0,002 06 ++ 0,000 05 . | 782 0,00206 + 0,00005 

: 7.38 900196 —0,00005 . | 662 0,00209 + 0.00008 
Sch. 816 0,00202 + 0,00001 881 0.00195 | —0,000 06 
5.70 | 0.00209 + 0.00008 7.29 0.00209 + 0.00008 
6,34 0,00211 + 0,00010 . | 645 0.00199 | —0,00002 
a 6,35 0,00228 + 0,000 27 6,18 0.00195 — 0,00006 
Tan. 6,06 | 0.00208 + 0,00007 653 0.00204 + 0.00003 
5,62  0,00212 + 0,000 11 . || 852 | 000208 + 0.00007 
: 5,99 + 0,000 11 | 6,77 | 000202 | + 0,00001 
Tief. | 7.04 — 0,000 02 7,69  0,00203 | + 0,000 02 
Tief. 6,69 — 0,000 04 . | 7,19 000198 | —0,00003 

‘ 6.64 9 —0,00002 8,63 0,00204 + 0,00003 
Bad. 701 79 —0,000 22 it. | 810 000214 +0,00013 
8,04 — 0,000 05 . || 7,98 000194 | —0,00007 
“ 8,52 — 0,000 12 _ | 7.04 0,00208 | + 0.00007 
Hof. | 7,16 — 0,000 02 . | 8.03 0.00206 | + 0.00005 
6.77 + 0,000 06 


nr ist Sa @ ge lad hf ee 8 0,002 28 
ee at a ck ee why © 8 8 me 0,002 01 
el RET SE a =e et ge ae 0,00179 
Maximale Abweichung vom Mittelwert. ..... . + 0,00024 
Mittlere Abweichung vom Mittelwert. ...... . + 0,00007 


” 


” 


” 


” 





Tabelle V. 
Spezifischer Brechurgszuwachs des GesamteiweiBes. 


Berechnet aus sieben normalen Kaninchenseren (aus Petschacher, Berger 
vrd Schretter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 449, 1926). 





Eiwei8 | 5S wiocher _ — EiweiB zifischer quan 
Nr. | ¢-Pros. —— vom Mittelwert Nr. | oils, Brechungs | | 
36 6,58 0,00186 | 40 665 0,00188 | —0,00001 —_ 
376,52 0,001 94 41 6,54 0,001 86 — 0,000 03 as, 
38 66,89 0,00201 | , 42 6,28 0,001 84 — 0,000 05 schiec 
39 | 6,52 0,001 85 geget 
EET OO PR ee ne eee teens ae ae 0,002 01 mut 
hae ee ee ae we kek 0,001 89 Seruz 
ee a ad te ae a de me 0,001 84 Brecl 
Maximale Abweichung vom Mittelwert. . .... . + 0,00008, ~ 
oher 


Mittlere Abweichung vom Mittelwert. . ..... . +0,00005 

Zu Tabelle V. Bei den Normalseren von Kaninchen zeigt sich, dai — 
fiinf Sera fast vollstandige Ubereinstimmung des spezifischen Brechungs- ] 
zuwachses fiir das gesamte Serumeiwei8 aufweisen, wihrend bei zweien angef 
relativ starke Abweichungen auftreten. Irgendwelche Besonderheiten der keine: 
beiden aus der Reihe fallenden Kaninchensera waren nicht zu ermitteln. Brech 
Die Minimalwerte der Kaninchensera stimmen mit denen der menschlichen 
Sera iiberein, der Maximalwert der normalen Kaninchensera ist niedriger 
als der Maximalwert der pathologischen Menschensera. (esan 


Differenz 
vom Mittelwert stellu 





in de 
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Tabelle VI. 
Spezifischer Brechurgszuwachs des Gesamteiwei Bes. 
Berechnet aus 23 pathologischen Kaninchernseren aus der Versuchsreihe von 
Berger und Galehr. 





Eiweifs “pesifiecher Differenz : Eiweifs  Spezifischer 
Brechungs- vom Mittelwert | N*- Brechungs- 
g-Proz. zuwachs g*Proz zuwachs 


Difterenz 
vom Mittelwert 


6,64 0,002 06 +- 0,000 07 6,69 0,002 01 + 0,000 02 
6,27 0,002 00 + 0,000 01 6,22 0,002 02 +- 0,000 03 
6,42 0,001 91 — 0,000 08 f 6,54 0,002 03 +. 0,000 04 
6,82 0,001 96 — 0,000 03 6,77 0,002 02 +. 0,000 03 
6,20 0,002 14 + 0,000 15 6,37 0,002 12 + 0,000 13 
6,51 0,002 00 + 0,000 01 5,95 0,002 01 -+ 0,000 02 
7,22 0,001 92 — 0,000 07 6,20 0,002 16 +- 0,000 17 
6,74 0,001 89 — 0,000 10 7,82 0,002 00 + 0,000 01 
6,30 0,001 97 — 0,000 02 6,58 0,002 12 + 0,000 13 
6,34 0,001 87 — 0,000 12 6,34 0,001 76 — 0,000 23 
6,56 0,001 96 — 0,000 03 6,45 0,001 87 — 0,000 12 
6,68 0,001 97 — 0,000 02 





a ae eT ie i i os een Sess eT ee Soll ch 0,002 16 
RR Chit ls Sale om w Merncire se erp lie bow. 0,00199 
I hh Re a 4 Sgn eer te Lae her we BG 0,001 76 
Maximale Abweichung vom Mittelwert. . . . . . . + 0,00020 
Mittlere Abweichung vom Mittelwert. . .... . . + 0,00007 


Zur Erklirung der Schwankungen des spezifischen Brechungs- 
zuwachses sind hauptsichlich drei Méglichkeiten heranzuziehen : 

1. Einfliisse der Methodik der Refraktionsbestimmung und der 
quantitativen kjeldahlometrischen EiweiBbestimmung sowie der Dar- 
stellung der untersuchten Proteine. 

2. Existenz eines einheitlichen spezifischen Brechungszuwachses 
fir Albumin und eines einheiilichen, aber von dem des Albumins ver- 
schiedenen Brechungszuwachses fiir Globulin, wie das schon Reiss an- 
gegeben und Robertson besonders hervorgehoben hat. In diesem Falle 
miBte der spezifische Brechungszuwachs des GesamteiweiBes im 
Srum vom Albumin-Globulinverhiltnis abhingen. Der spezifische 
Brechungszuwachs des GesamteiweiBes miiBte um so gréBer sein, je 
hdher der Globulingehalt ist, falls es zutrifft, daB der spezifische 
Brechungszuwachs fiir Globulin gréBer ist als fiir Albumin. 

Die Durchsicht der Tabellen IT, ITI, IV, V, VI und der hier nicht 
angefiihrten aber ebenfalls b timmten Globulinrelation ergibt jedoch 
keinen Anhaltspunkt fiir eine gesetzmaBige Abhangigkeit des spezifischen 
Brechungszuwachses fiir das Gesamteiweif vom relativen Globulingehalt 
in den untersuchten Seren, ebensowenig, wie eine Abhingigkeit vom 


Gesamteiwei Bgehalt. 
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3. Variationen des spezifischen Brechungszuwachses fiir Albwmin 
bzw. Globulin in verschiedenen Seren, die durch Verinderungen der 
Unterfraktionen, z. B. des Euglobulin-Pseudoglobulinverhaltnisses, oder 
durch sonstige Anderungen der EiweiBzusammensetzung innerhalb der 
Fraktionen bedingt sein kénnten. 


Die erste Méglichkeit soll hier besprochen werden, auf Besprechung 
der zweiten und dritten Méglichkeit kann erst nach Erhalt der Werte 
fiir isoliertes Albumin und Globulin eingegangen werden. 


Die methodische Fehlerbreite bei der Bestimmung des spezifischen Brechung.. 
zuwachses des GesamteiweiBes. 


Methodisch ergeben sich Fehler aus der Robertsonschen Methodik 
(Refraktionsbestimmung) und der Kjeldahlmethode (Gewichtsbestim. 
mung). 

Das Maximum der méglichen Fehler erhaélt man, wenn man bei Doppel. 
bestimmungen bzw. Mehrfachbestimmungen der EiweiGBrefraktion und des 
EiweiB-(N-)Gehalts erhaltenen Grenzwerte in der folgenden Weise kon- 
biniert : 
= max. wird die gréBte +-Abweichung ergeben, 
j min. 


R min. dagegen die gréBte —-Abweichung. 
R max. 


Fiir die Refraktionsbestimmung ist nach den Angaben von Berger 
und Petschacher fiir die Restrefraktion (a) und die Vollserumrefraktion () 
ein Ablesefehler von je 0,1 Skalenteilen, entsprechend einer np-Abweichung 
von + 0,00002, in Summe also eine Abweichung von + 0,00006 (2a + >} 
anzunehmen. Bei der Kleinheit ces bei dieser Bestimmung zu erwartender 
Fehters wurde hier auf Doppelbestimmungen verzichtet und fiir die Fehler. 
berechnung obige Werte beriicksichtigt. 

Fiir die Kjeldah]bestimmung ergeben sich die Abweichungen aus de! 
bei jeder Serumprobe vorliegenden Doppelbestimmungen fiir den Gesamt- 
und den Reststickstoff. 

Man erhiilt also auf diese Weise folgende + -Abweichungen, welche 
auf die Fehlerbreite der beiden angewendeten Methoden zuriickzufiihren 
sind (in der Reihenfolge der in der vorliegenden Arbeit untersuchter 
Sera): -+ 0,00002, + 0,00001, +. 0,00003, -+- 0,00002, -+ 0,00004 
+ 0,00001, +. 0,00003, + 0,00006, + 0,00002. Der Febler erreicht’ 
im Mittel also + 0,00003, als Maximalwert + 0,00006, als Minimal: 
wert -+ 0,00001. 


Unterschiede des spezifischen Brechungszuwachses des Gesami 
eiweiBes in verschiedenen Seren kénnen also rein methodisch beding 
sein, wenn sie +- 0,00003 im allgemeinen nicht iiberschreiten. 
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Wird diese Betrachtung auf die in den Tabellen III, LV (pathologi- 
sche Menschensera) und Tabellen V, VI (normale und pathologische 
Kaninchensera) angefiihrten Sera aus Versuchsreihen von Petschacher, 
Berger und Schretter, sowie von Berger und Galehr und aus den eigenen 
Versuchsreihen angewendet, so zeigt sich, daB die bei 118 Seren ge- 
jundenen Unterschiede iiber die rein methodisch erklairbare Schwankungs- 
breite nicht weit hinausgehen. 


Aus den genannten Untersuchungsreihen ergaben sich folgende 
Werte: 





Petschacher, 

Berger und 
Schretter ( 
Kaninchen) 


Petachacher, 
Schretter Berger und 
(9 Menschen) Schretter 
(32 Menschen) ‘ 


Berger 
und Galehr | 
47 Menschen) 1 (7 


Berger 
und Galehr 
23 Kaninchen) 


Mittelwert . | 0,002. 02 0.00197 000201 0.00189 0.00199 


Maximal- 
wert, .. 0,002 11 0,002 15 0,002 28 0,002 01 0,002 16 


Minimalwert 0,001 96 0,001 83 0,001 79 0,001 84 0,001 76 
Mittlere Ab- 

weichung 

v. Mittel- 

wert. . . + 0,00005 + 0,00006 | + 0,00007 | + 0,00005 | 4 0,00007 
Maxim, Ab- 

weichung 

v. Mittel- 

St «,s - 0,000 07; = 0,000 16 a 0,000 24, t 0,000 07, t 0,000 20 


Es kann also durchschnittlich mit einem mittleren spezifischen 
Brechungszuwachs fiir das GesamteiweiB von 0,00200 gerechnet 
werden. ' 

Es ist nach obigem sogar denkbar, dai} in den untersuchten Seren 
iiberhaupt keine tatsdchlichen Unterschiede des spezifischen Brechungs- 
suwachses fiir GesamteiweiB vorhanden sind. Wenn die gefundenen 
Schwankungen zum Teil wirklichen individuellen Variationen des 
spezifischen Brechungszuwachses entsprechen, so sind diese Variationen 
jedenfalls sehr geringe. 

Die relative Konstanz des spezifischen Brechungszuwachses des 
GesamteiweiBes rechtfertigt die Vermutung, daB bei den gréBeren 
Schwankungen der fiir Albumin und Globulin gefundenen Refraktions- 
werte methodische Schwankungen in gréBerem AusmaBe im Spiele 
stehen, als bei der mit den geringsten Fehlerquellen bestimmbaren 
Refraktion des GesamteiweiBes. 


In Tabelle VII sind die aus den von Petschacher, Berger und Schretter, 
von Berger und Galehr sowie von mir ermittelten Zahlen gewonnenen Mittel- 
werte mit den in der Literatur vorliegenden Werten vergleichsweise zu- 
sammengestellt. 
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Tabelle VII. 


Spezifischer Brechungszuwachs des GesamteiweiBes bei verschiedenen 


Autoren. 





Extremwerte 


0,001 70—0,001 75 
? 


0,001 72—0,001 81 
0,001 990—0,001 98 


0,001 95—0,002 00 
0,001 81—0,002 38 


0,001 77—0,002 58 


Schwankungs- 
breite | 


+ 0,000 02, 
+ 0,000 04, 
+ 0,000 04 
+ 0,000 02, | 
+ 0,000 28, | 


+ 0,000 40, 


Mittelwert 


0,001 72 
0,001 95 
0,001 78 


0,001 94 
0,001 98 
0,001 97 
0,002 10 


0,001 96 


Autoren 


Reiss 
Robertson 
Rohrer 


Neuhausen 
und Rioch 
Dieselben 
Dieselben 
Arnd 
und Hafner 
Starlinger 


Zabl der Faille 


2 Sera 
? 
17 Sera, davon 
5 Menschensera 
15 Menschensera 


Hundesera 
Schweinesera 
20 pathologische 
Menschensera 
69 pathologische 
Menschensera 











und Hartl 
Petschacher, 
Berger und 
Schretter 
Dieselben 


Berger 
und Galehr 
Dieselben 


Schretter 


32 pathologische 
Menschensera 


0,001 97 


| 


0,001 83—0,002 15 


7 normale 
Kaninchensera 
47 pathologische 
Menschensera 


0,001 89 
| 0,002 01 
| 0,001 99 
0,002 02 


0,001 84—0,002 01 | + 
0,001 79—0,002 28 
0,001 76—0,002 16 
0,001 96—0,002 11 


23 pathologische 
Kaninchensera 
9 pathologische 

enschensera 


Die Mittelwerte des spezifischen Brechungszuwachses fiir das Serum- 
eiweiB als Ganzes, die von verschiedenen Autoren mit verschiedenen 
Methoden erhalten wurden, liegen zwischen 0,00172 und 0,00210. 


Die beste Ubereinstimmung zeigen folgende Mittelwerte : 
0,00195 Robertson, 
0,00196 Starlinger und Harti, 
0,00197 Petschacher, Berger und Schretter, 
0,00201 Berger und Galehr, 
0,00202 Schretter. 


Robertson, Starlinger und Hartl, Petschacher, Berger und Schretter 
haben fiir menschliches SerumeiweiB einen identischen Wert von 
0,00196 +- 0,00001 gefunden. Aus den Untersuchungen von Berger und 
Galehr ergibt sich ein Mittelwert von 0,00201; Arnd und Hajner 
erhalten einen etwas héheren von 0,00210. Aus den vorliegenden 
eigenen Untersuchungen ergibt sich ein Wert von 0,00202, also eine 
gute Ubereinstimmung mit den Werten anderer Autoren. 

GréBere Abweichungen zeigen nur die Mittelwerte von Reiss und von 
Rohrer, die bei beiden deutlich niedriger, namlich bei 0,00172 bzw. bei 
0,001 78 liegen. Es ist wohl denkbar, daB diese Werte in der geringeren 
Anzahl der Untersuchungen und in der Methode (Bestimmung an selir 
lange dialysiertem EiweiB, gravimetrische EiweiSbestimmung mit zu 
hohem Eiwei®Bwert ?) liegen. 


HH H- Ht 





>, tn sin an 
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Die Extremwerte gehen bei den verschiedenen Untersuchern weit 
mehr auseinander als die Mittelwerte. Die Extremwerte nach unten 
stimmen bei den verschiedenen Autoren besser iiberein (0,00170 bis 
0,00196) als die nach cben (0,00175 bis 0,00258). 

Die Schwankungsbreite ist bei den verschiedenen Autoren sehr 
verschieden grcB. Bei Beriicksichtigung der Schwankungsbreite scheiden 
die Untersuchungen ven Reiss wegen ihrer geringen Zah] und die von 
Robertson wegen der mir nicht bekannten Zahl der Analysen, aus denen 
die Mittelwerte berechnet wurden, aus. 

Die itibrigen Autoren teilen der GréBe nach folgende Schwan- 
kungen mit: 





+0,00040 ?/; des Mittelwertes Starlinger und Hartl | 69 Sera 
+000028| 1% , - Arnd und Hafner -« 
+0,00025 a Berger und Galehr | 47 , 


7000016 4, ° Petschacher, Berger 32 
und Schretter 

+000007 ‘%, , 7 Schretter Pm 

+0,0000¢ yy, , m Neuhausen und Rioch 6 . 


Es ist der Verdacht gerechtfertigt, daB bei den gréSeren, Schwan- 
kungsbreiten einzelner Untersucher methcdische Fehlerquellen die 
Hauptrolle spielen. 

Hier sei zum Schluf noch einmal hervorgehoben, daB bei den genannten 
Untersuchern (ausgencmmen Reiss und Rohrer) die Schwankungen der 
Mittelwerte im Gegensatz zu den Schwankungen vieler Einzelwerte iiber 
die rechnerisch aus den Verfahren ermittelie Schwankungsbreite nicht oder 
nur um weniges hinausgehen, sowie dap in den Untersuchungen von 
Petschacher, Berger und Schretter, Berger und Galehr, Schretter auch die 
Einzelwerte die methodische Fehlerbreite nur unbedeutend iiberschreiten. 
Die Mittelwerte des spezifischen Brechungszuwachses des Gesamteiweifes 
liegen bei den meisten Autoren so ziemlich zwischen den fiir isoliertes 
Albumin und isoliertes Globulin angegebenen Brechungsanteilen. Es 
liegen Einzelwerte vcr, die mit den letztgenannten Werten nicht ohne 
weiteres vereiz.bar erscheinen. Altgesehen ven Reiss und Robertson ist 
fir das GesamteiweiB keine Refrakticn gefunden worden, die niedriger 
ist als der fiir reines AJbumin angegebene Refrakticnswert; dagegen 
sind ven Starlinger und Hartl, scwie von Arnd und Hafner Refraktionen 
fir das GesamteiweiB argegeben werden, die héher sind als Robertson 
fir reines G)cbulin (0,00229) angefiihrt hat, nimlich bei Starlinger und 
Hartl 000258, bei Arnd unc Hajner0,00238. Die eigenen Untersuchungen 
ergeben fiir das Gesamteiwei8 einen Mittelwert, der innerhalb der 
Fehlergrenzen identisch ist mit dem aus den isolierten, nicht eingeengten 
Albuminlésungen (GesamteiweiB 0,00202, Albumin 0,00200,  siehe 
I]. Mitteilung). 

23 
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Der spezifische Brechungszuwachs von Serumalbumin 
und Serumglobulin. 


Von 
Gottfried Schretter. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat in Innsbruck.) 


(Eingegangen am 9. August 1926.) 


In Fortsetzung der in der vorausgehenden Mitteilung gebrachten 
Untersuchungen tiber den spezifischen Brechungszuwachs des Gesamt- 
eiweiBes wurde an denselben Seren und in der gleichen Ascitesfliissigkeit 
auch der spezifische Brechungszuwachs der Albumin- und Globulin- 
fraktion bestimmt, und zwar sowohl direkt an den isolierten Fraktionen 
als indirekt aus dem nach Halbsattigung des Serums mit Ammonsulfat 


und Zentrifugieren erhaltenen Ammonsulfat-EiweiBgemisch. 


I, Die direkte Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses fiir Albumin 
und Globulin an den isolierten Fraktionen. 

Der natiirliche Weg zur Bestimmung des spezifischen Brechungs- 
zuwachses der Serumalbumine und der Serumglobuline ist die Rein- 
darstellung derselben und die Bestimmung des spezifischen Brechungs- 
zuwachses an diesen méglichst reinen EiweiBlésungen. Dieser Weg ist 
znichst auch von den meisten Untersuchern betreten worden. Die 
Bedenken, die sich dagegen aus einer etwaigen Verinderung der EiweiB- 
kérper wihrend der Reindarstellung ergeben, sollen im nichsten Ab- 
schnitt erértert werden. 

Uber den solchermafen ermittelten spezifischen Brechungszuwachs 
fir isoliertes Serumalbumin und Serumglobulin liegen in der Literatur 
Angaben vor von Reiss, Robertson, Schorer, Rohrer, Starlinger und 
Hartl, Arnd und Hafner. 


Methoden. 


Um beurteilen zu kénnen, ob und welche Einfliisse die Methodik der Rein- 
darstellung und die Methodik der Bestimmung des spezifischen Brechungs- 
zuwachses auf die Resultate nimmt, muB8 auf die Methodik der genannten 
Untersucher sowie auf die eigene Methode und deren Fehlerméglichkeiten 
und Fehlerbreite eingegangen werden. 
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1. Reiss hat die Darstellung der einzelnen Unterfraktionen durch 
fraktionierte Fallung mit Ammonsulfat (vermutlichim 1 : 2 verdiinnten Serum) 
vorgenommen. Um m5glichste Reinheit der einzelnen Fraktionen zu sichern. 
hat er die Grenzfraktionen beseitigt. Er erhielt so bis zu 32 Proz. Sattigung das 
,,Euglobulin“, von 36 bis 39 Proz. das ,,Pseudoglobulin I“, von 42 bis 50 Proz. 
das ,,Pseudoglobulin II“. Diese wurden in destilliertem Wasser gelést, noc) 
zweimal umgefallt und dann 4 bis 6 Wochen gegen Leitungswasser dialysiert. 

Aus dem Filtrat des mit Ammonsulfat halbgesattigten Serums wurile 
durch n/5 Schwefelséure das kristallisierte Albumin gewonnen und zweimal 
umgefallt. Dar noch in Lésung befindliche Rest wurde als amorphes Albumin 
betrachtet. Beide Albumine wurden gleichfalls 4 bis 6 Wochen dialysiert 

Das Euglobulin wurde nach der Dialyse durch Salzzusatz gelést, un 
zwar bei einer Probe durch Zufiigen einer gemessenen Menge einer kon 
zentrierten NaCl-Lésung. Der Brechungsexponent einer gleichprozentigen 
NaCl-Lésung wurde dann abgezogen. Bei einer anderen Probe wurde NaC 
in Substanz zugegeben, der Salzgehalt in der Lésung quantitativ bestimmt, 
der Brechungswert berechnet und abgezogen. 

Zur Bestimmung der EiweiGrefraktion muBte der Salzgehalt des 
dialysierten EiweiBes bestimmt und der darauf entfallende Brechungs- 
anteil abgezogen werden. Dies geschah nach Erreichung der Ammon. 
sulfatfreiheit durch Erhitzung bis zur Verkohlung, Auslaugen und Ver. 
aschung nach bekannter Methode. Es zeigte sich, daB der Salzgehalt eiweis- 
reicher Lésungen noch meBbar, der eiweiBarmer Lésungen dagegen gleich 
dem des Leitungswassers war. Es wurde daher spiter der Salzgehalt der 
dialysierten EiweiBlésungen dem des Leitungswassers gleichgesetzt. 

Die Bestimmung des EiweiSgehalts erfolgte durch Fallung mit 3 bis 
4 Volumen Alkohol und einstiindiges Erhitzen auf 80°, Trocknen und Wagen, 
Abzug der Asche. 

In einem Falle werden Dop zelbestimmungen gemacht. Die Zahl der 
untersuchten Sera ist in der Orginalarbeit nicht angegeben. 

2. Robertson. Genauere Angaben iiber die Methode, welche Robertson 
zur Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses an isolierten Aibuminen 
und Globulinen angewendet hat, sind mir nicht bekannt. 


3. Rohrer verwendet dieselbe Methode, welche er fiir die Bestimmung 
des spozifischen Brechungszuwachses des GesamteiweiBes benutzte. Er 
stellt im 1:2 verdiinnten Serum die Fraktionen durch Halbsattigung 
bzw. Ganzsattigung mit Ammonsulfat dar, filtrierte, wusch mit halb- bzw 
ganzgesaéttigter Ammonsulfatlésung. Es ist nicht ersichtlich, ob er die 
Fraktionen umfallte. Naheres siehe erste Mitteilung. 

Mit Unterbrechung der Dialyse wurde einige Stunden im Luftstrom 
eines Niederdruckgeblases bei Zimmertemperatur eingeengt. 

4. Schorer fallte das Globulin durch Halbsattigung des 1 : 2 verdiinnten 
Serums, léste den Niederschlag in so viel destilliertem Wasser, da8 las 
urspriingliche Volumen des Serums resultierte, und fdllte nun ein zweites Mal. 
Nach mshrmaligem Waschen mit halbgesdttigtem Ammonsulfat und noch- 
maligem Auflésen in entsprechendem Volumen Aqua dest. wurde zundaclist 
gegen strémendes Leitungswasser und spiater gegen destilliertes Wasser 
dialysiert, bis kein Ammonsulfat mehr nachweisbar war. Der getriibte 
Inhalt der Dialysierschlauche wurde in ein Becherglas gegeben und der 
darin enthaltene Niederschlag von Globulin, das durch Salzverarmung 
infolge der Dialyse teilweise ausgefallen war, mit 1, 2, 3 Tropfen einer 
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20proz. Lésung von Na, CO, in eine schéne, klare Lésung iibergefiihrt. 
Das Filtrat der Globulinfillung wurde mit feingepulvertem, reinstem 
Ammonsulfat versetzt, bis sich nichts mehr léste, einige Stunden stehen- 
gelassen und dann filtriert, mit gesattigter Ammonsulfatlésung gewaschen 
und in einer dem Serumvolumen gleichen Menge destillierten Wassers 
gelést. Die D.alyse bis zur Entfernung des Ammonsulfats ergab meist ganz 
klare Lésungen. N6tigenfalls wurde filtriert. Von diesen Lésungen wurde 
der Brechungsexponent bestimmt und die EiweiBmenge durch den N-Gehalt 
nach Kjeldahl, einmal durch Wagung (Alkoholfallung) ermittelt. Die Kon- 
zentrationen der untersuchten Lésungen sind im Original nicht angegeben. 

5. Starlinger und Hartl nahmen im | : 6 verdiinnten Serum die Fallung 
mit Ammonsulfat vor. Ohne weitere Auflésung und Um/dllung wurden die 
gefallten Fraktionen in Pergamentschlaiuchen 3 Tage gegen flieBendes 
Wasser und | Tag gegen eine 0,9proz. NaCl-Lésung oder Normosal unter 
mehrfachem Wechsel der AuBenfliissigkeit dialysiert. Das Dialysat wurde 
scharf zentrifugiert und die Refraktion gemessen. Den EiweiBgehalt be- 
stimmten sie mit ihrer gravimetrischen Methode. Sie bemerken besonders, 
da8 das dialysierte Globulin niemals quantitativ in Lésung ging. 

6. Arnd und Hafner bringen vorléufig nur eine Auswahl extremer 
Werte ihrer Untersuchungen und machen keine methodischen Angaben. 


In den eigenen Versuchen gestaltete sich die Fraktionierung, 
Reinigung und Untersuchung der Serum-EiweiBkérper folgendermaBen : 


1. Aussalzen und Umfadllen. 


Klares Serum wurde mit der gleichen Menge einer halbgesattigten 
neutralen Ammonsulfatlésung versetzt und gut durchgemischt, wobei jedoch 
Schaumbildung vermieden wurde. Die Mischung blieb 12 Stunden stehen 
und wurde éfter mit einem Glasstabe gut durchgeriihrt. Das bei dieser 
Halbséttigung ausgefallte Globulin wurde abfiltriert und auf dem Filter 
mit halbgeséttigter Ammonsulfatlésung gewaschen. Das Waschwasser 
wurde verworfen. In dem ersten aufgefangenen Filtrat wurde durch Zusatz 
von Ammonsulfat in Substanz (etwa 40 g pro 100 ccm Filtrat) das Albumin 
gefallt, ebenfalls filtriert und mit einer gesittigten Lésung von Ammon- 
sulfat gewaschen. 

Die gewaschenen Niederschlige von Globulin und Albumin wurden in 
wenig destilliertem Wasser gelést. Die fiir die Léslichkeit des Euglobulins 
notwendige Salzkonzentration war infolge des vorausgegangenen Ammon- 
sulfatzusatzes, der ja zum Teil dem EiweiBniederschlag anhaftet, vorhanden. 
Nétigenfalls wurde nun filtriert und wiederum durch Zusatz von gesattigter 
Ammonsulfatlésung zu gleichen Teilen (bzw. von Ammonsulfat in Substanz) 
gefallt. Dieses Verfahren wurde mit jeder Fraktion je dreimal vorgenommen. 
Als Fallungsm‘ttel wurde das von Merck hergestellte Ammonium sulfuricum 
purissimum pro analysi verwendet. Bei einigen Seren wurde fiir die erst- 
maligen Fallungen nicht analysenreines Salz verwendet. Fiir die letzte 
Umfallung wurde jedoch stets das analysenreine Salz genommen, da die 
Reinheit des gewéhnlichen purum nicht allzu groB ist. 


2. Dialyse der fraktionierten Albumine und Globuline. 


Die nach dem dreimaligen Umfallen, also nach der vierten Aussalzung 
erhaltenen Niederschlage (teilweise in destilliertem Wasser gelést) wurden 
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in Pergamentdialysierhiilsen (Schleicher und Schiill) etwa bis zu \, bis 
1/, Héhe der Hiilse eingefiillt und gegen flieBendes Wasser dialysiert. Und 
zwar wurde die Albuminfraktion bis zur vollsténdigen Ammonsulfatfrei}eit 
(N-Probe mit Nesslerschem Reagens) dialysiert, was 6 bis 8 Tage in Anspruch 
nahm. Die Globulinfraktion wurde jedoch nur etwa 36 Stunden gegen das 
flieBende Wasser dialysiert, da sonst infolge des Salzmangels der Eiwei8- 
lésung eine Denaturierung eintritt, die Lésung sich triibt und schlieBlich 
Eiwei8 ausfallt (Hammarsten). Um das dann stets noch vorhandene Ammon. 
sulfat weiter zu entfernen, wurde nun gegen eine Normosallésung, und zwar 
um Zersetzung hintanzuhalten im Eisschrank einige Tage unter tiaglich 
drei- bis viermaligem Wechsel der AuBenfliissigkeit bis zum negativen 
Ausfall der Nesslerschen Probe weiter dialysiert. Das Dialysierverfahren 
war also ein schonendes und vermied die sichtbare Denaturierung, sow 
EiweiBverluste durch Ausfallen von Euglobulin u. a. 


Die so gereinigten Lésungen von Serumalbumin bzw. Serumglobulin 
gelangten, nachdem sie nétigenfalls filtriert worden waren, einerseits direkt 
zur Untersuchung (,,isolierte, nicht eingeengte Fraktionen“); andererseits 
nach Einengung im Luftstrom (,,isolierte, eingeengte Fraktionen“‘). 


3. Die Einengung. 


Diese erfolgte an den ersten Proben teils im Vekuum, das durch eine 
Wasserstrahlluftpumpe erzeugt wurde, teils dadurch, daB ein mit Chlor-. 
calcium getrockneter Luftstrom mittels einer Pumpe iiber die Lésurg ge- 
leitet wurde. Da sich diese Methode als zu largsam erwies und Gefahr 
bestand, daB indessen die EiweiBlésungen bakteriell zersetzt und deraturiert 
wiirden, wurde vermittels eines Ventilators Luft, die durch einen elektrischen 
Ofen auf 30°, maximal 40° erwirmt war, iiber die in groBen Uhrschalen 
befindlichen EiweiBSlésungen gefiihrt. Zum Schutz gegen Verunreinigurgen 
sowie zur besseren Ausnutzung des Luftstroms diente nach Art des Faust- 
Heimschen Apparats ein langlicher Kasten aus Holz, in dem die Uhr- 
schalen auigestellt wurden und durch den der warme Luftstrom ge- 
leitet wurde. In einigen Fillen, bei denen dies in den Protokollen 
ausdriicklich vermerkt ist, war die Eintrocknung zu weit vorge- 
schritten, und es wurde daher mit destilliertem Wasser oder Normosal 
wieder geldst. Nétigenfalls wurde vor der weiteren Untersuchung 
durch gehartete Filter filtriert. Diese Lésungen werden als _,.isolierte 
eingeengte Fraktionen“‘ bezeichnet. 


4. Die Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses. 


Zur Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses dieser isolierten 
und gereinigten Albumin- und Globulinlésungen wurde an ihnen einerseits 
der EiweiBgehalt nach Kjeldahl nach Abzug des NichteiweiSstickstoffs 
(= nichtkoagulablen N), andererseits die Refraktion unter Abzug der Rest- 
refraktion ermittelt. Bei Bestimmung der letzteren muBte bei den Albuminen 
teilweise zu der nach Robertson verwendeten n/25 Essigséure ein Zusatz 
0,9proz. NaCl gemacht werden, da sonst infolge des Salzmangels durch die 
Dialyse die Essigséure-Hitzefallung eine unvollsténdige war oder iiberhaupt 
miBlang. Die Berechnung bleibt dabei dieselbe, nur ist in diesem Falle statt 
der Refraktion der n/25 Essigséure die der n/25 Essigsiure + 0,9proz. NaCl 
zu messen und in Rechnung zu bringen. 
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Gegen die Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses an 
in solcher Weise gewonnenen Eiweiffraktionen sind drei prinzipielle 
Einwendungen méglich: 


1. Sie sind nicht ganz rein. 


2. Sie sind unter Eiweibverlusten dargestellt, enthalten also nicht 
die ganze Albumin- bzw. Globulinfraktion. 


3. Das EiweiB ist durch die mehrtagige Beriihrung mit den hohen 
Konzentrationen eines serumfremden Salzes, durch die Dialyse und 
andere MaBnahmen gegeniiber dem nativen Zustand im Blutserum 
verandert. 


Zu 1. Die auf diese Weise dargestellten Albumin- und Globulin- 
fraktionen sind in der Tat nicht absolut rein. Sie enthalten unter anderem 
die bei halber Saéttigung bzw. Ganzsaéttigurg mit Ammonsulfat ausfallenden 
ausgesalzenen oder vom Niederschlag mitgerissernen) adialysablen Nicht- 
eiweiBstoffe des Serums, soweit sie nicht beim dreimaligen Umfallen mit 
Ammonsulfat nachtraglich entfernt wurden. 

Als solche Verunreinigungen kommen in Betracht: 

1. Albumin in der Globulinlésung und umgekehrt Globulin in der Albumin - 
lésung: a) Ungenaue Trennung von Globulin und Albumin durch Aussalzen 
in dem nur 1: 2 verdiinnten Serum oder durch etwa im Serum selbst ge- 
legene Momente, welche die Fallungsgrenzen des Globulins und Aljbumins 
verschieben. b) Die Globuline werden bei der Umfillung stets mit einer 
Ammonsulfatkonzentration ausgesalzen, die den Salzgehalt des Nieder- 
schlags nicht beriicksichtigt. Und zwar kommt einerseits 1. ein zu hoher 
Ammonsulfatgehalt in Frage durch die Eintrocknung bei der Filtration, 
welche zum Teil dadurch vermieden wurde, daB die Trichtwr mit groBen 
Uhrschalen, an denen feuchte Wattebausche befestigt waren, bedeckt 
wurden. Zu hoher Salzgehalt hatte Mitfillung von Albumin zur Folge. 
2. Durch Nichtberiicksichtigung des Volumens des Niederschlags kénnte 
ein zu niedriger Ammonsulfatgehalt resultieren, wodurch Globulin sich 
lisen wiirde und so der Bestimmung entginge. Diese Fehler kénnen aber 
nicht bedeutend sein. 

2. Albumosen und etwaige andere aussalzbare, aber adialysable EiweiB- 
bausteine. 

3. Serumnucleoproteid sowie Serummucoid, die beide bei der fraktionierten 
Aussalzung durch Ammonsulfat zusammen mit dem Serumglobulin aus- 
fallen. Eine quantitative Entfernung derselben ist nicht so ohne weiteres 
méglich, und da diese Stoffe auch nur in ganz gerirgen Quantitaéten vor- 
handen sind (Serummucoid ist im normalen Blute in einer Merge von 0,02 
bis 0,09 Proz. vorhanden), wurde, wie iiblich, auf ihre Entfernung ver- 
zichtet. 

4. Fette und Lipoide, soweit sie nicht durch das Umfillen entfernt 
werden. Zu ihrer quantitativen Entfernurg miiBte man das Eiwei8 trocknen 
und im getrockneten Zustande einer quantitativen Extraktion unterzieher. 


5. Als weitere Verunreinigumgen waren noch zu erwahnen Enzyme, 
Immunkérper, Fibrinferment, Normalantikérper, die dem Globulin, und 
Farbstoffe, die dem Albumin und Globulin anhaften. Auch bei diesen 
Stoffen ist die Menge wahrscheinlich zu gering, um bei der Ermittlung des 
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spezifischen Brechungszuwachses des Albumins bzw. des Globulins eine 
Rolle zu spielen. Teilweise werden diese Stoffe auch beim wiederholten 
Umfillen oder bei der Dialyse entfernt. 

Alle diese Stoffe werden als Eiwei8 gerechnet. In der Mehrzah! der 
untersuchten EiweiGfraktionen scheint der Fehler nicht bedeutend zu sein, 
denn die reinstimmung des spezifischen Brechungszuwachses der 
Fraktionen war eine recht gute. Ob diese Fehler mdglicherweise die Schuld 
tragen an den ausnahmsweise stark aus der Reihe fallenden Werten sowie 
an den im mittleren Ausma8 gefundenen Unterschieden, kurz, wie gro8 der 
dadurch bedingte Fehler werden kann, miiBten weitere Untersuchungen 
lehren. Da die Entfernung dieser Stoffe ohne teilweise Denaturierung des 
EiweiBes nicht recht mdglich ist, muBten diese Fehler wie von den anderen 
Untersuchern auf diesem Gebiete mit in Kauf genommen werden. 


Zu 2. Dieser Einwand trifft insofern zu, als im Interesse der Reinigung 
auf eine streng quantitative Isolierung verzichtet werden muBte. Die 
Waschwiasser wurden verworfen, ebenso beim Einengungsverfahren die 
angetrockneten Randpartien. Starlinger und Hartl meinen, daB gerade 
die beim Isolierungsverfahren verlorenen EiweiGBanteile besonders labil und 
von besonderem Einflu8 auf den spezifischen Brechungszuwachs seien. 
Einen Beweis fiir diese Annahme bringen aber ihre Untersuchungen nicht 

Zu 3. Diese Einwendung wurde unter anderen von Starlinger und Hartl 
erhoben. Sie ist zunéchst auch nur eine Annahme und miiBte ebenfalls 
erst bewiesen werden. 

Der Vergleich des an den isolierten Fraktionen gefundenen Brechungs- 
zuwachses mit dem an dem unverdnderten Serum bestimmten spezifischen 
Brechungszuwachs des GesamteiweiBes wird eine gewisse Handhabe fiir die 
Beurteilung all dieser Hinwénde liefern. 


Die mit der beschriebenen Methodik erhaltenen Werte fiir den 
spezifischen Brechungszuwachs isolierter Albumine und’ Globuline sind 
in den Tabellen I und II iibersichtlich zusammengestellt. 





Tabelle I. 
Der spezifische Brechungszuwachs fiir die isolierten Albumine (direkt: 
Bestimmurgsmethode). 
Nicht eing gt Alb i | 1: Eingoengte Albumine 

Nr. |i Biwei r | Eiwei _ 
- ta Spez. Brechungszuwachs | Mittelwert aaa | Spez. Brechungszuwachs — 

3 3,90 | 0,002 12 + 0,00007 +0,00012) 8,59 | 0,001 78 + 0,00002 — 0,00 
4 — aaa — | 10,59 | 0,002 07 + 0,00002 + 0,000 
5 4,39 (0,002 75)+ 0,000 08 _— | 8,63 (0,002 44)+ 0,000 01 — 
3,94 | 0,001 92 + 0,000.06 | —0,00008 | 15,76 0,002 02 + 0,00001 + 0,000 
8 1,62 0,002 12 + 0,000 06  +0,00012) 5,06 0,001 95 +. 0,00003 + 0,000 
9 -- - — 2,81 0,001 84 + 0,00004 — 0,00) 
10 2,01 0,002 07 + 0,00006 +0,00007)| 5,09 0,001 84 + 0,00004 — 0,00 
11,1 3,19 | 0,001 93 + 0,00008 -0,00007)| 7,48 0,001 81 + 0,00002 — 0,000 
11,IT 2,41 | 0,001 96 + 0,000 10 | —0,00004) 7,31  0,00173 + 0.00001 — 0,0) 
12 2,59 0,001 91 + 0,00004 —0,00009) 4,73 0,001 90 + 0,00001 — 0,000 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Maximalwert .... 


Mittelwert . 


Minimalwert 
Maximale Abweichung vom Mittelwert 


Mittlere 


Mittlere Fehlerbreite, berechnet ‘aus us Doppel- 
bestimmungen 


Nicht eingeengt 


0,002 12 
0,002 00 
0,001 91 
+ 0,000 10 
+ 0,000 08 


Eingeengt 


0,002 07 
0,001 88 
0,001 73 
+ 0,000 17 
+ 0,000 09 


+ 0,000 02 


Der spezifische Brechungszuwachs fiir die isolierten Globuline (direkte 
Bestimmungsmethode). 





Nicht eingeengte Globuline 


Eingeengte Globulin 





EiweiB 
g*Proz. 


2.08 | 


3.58 
441 
31,69 
3,51 
2.89 
4.27 
3,84 
2.69 


Spez. Brechungszuwachs 


0,002 34 + 0,000 03 
0,002 18 + 0,000 04 


0,002 33 + 0,000 07 
0,002 28 + 0,000 02 
0,002 08 + 0,000 02 
(0,002 70)-+ 0,000 02 
0,002 20 + 0,000 02 
0,002 06 + 0.000 02 
0,002 09 + 0,000 04 


Differenz v. 
Mittelwert 


+ 0,000 15 
—0,00001 


+ 0,000 14 
+ 0,00009 
—0,00011 
+0,00001 
— 0,000 13 
— 0,000 10 


Eiweif 


g-Proz. 


1,64 
3,87 
4,74 
4,46 
6,44 
8,60 
4,07 
8,65 
7,00 
8,62 
6,30 
4.69 
2.24 


Spez. Brechungszuwachs 


0,001 93 -+ 0,000 03 
0,002 00 + 0,000 06 
0,001 93 + 0,000 03 
0,002 02 + 0,000 04 
0,002 04 + 0,000 04 
0,002 04 + 0,000 01 
0,002 02 +. 0,000 04 
0,001 93 + 0,000 02 
0,001 95 + 0.000 01 
0,002 13 + 0,000 02 
0,002 06 + 0.000 02 
0,001 96 + 0.000 02 
0,001 88 + 0.000 05 


Differenz v. 
Mittelwert 


— 0,000 06 
+ 0,000 01 
— 0,000 06 
+ 0,000 03 
+ 0,000 05 
+ 0,000 05 


+ 0,000 03 
— 0,000 06 
~ 0,000 04 
+ 0,000 14 
+ 0,000 07 
— 0,000 03 
~ 0,000 11 





Maximalwert 


Mittelwert . 


Minimalwert ‘ 
Maximale Abw eichung vom Mittelwert 


Mittlere 


Mittlere Fehlerbreite, berechnet aus Doppel- 
bestimmungen ‘ 


Nicht eingeengt E 





0,002 34 
0,002 19 
0,002 06 
+ 0,000 14 4: 
+ 0,000 09 + 


+ 0,000 03 


0,002 13 
0,001 99 
0,001 88 
0,000 12 
0,000 05 


+ 0,000 03 


Jede isolierte Fraktion wurde, wie erwahnt, zweimal untersucht, 


namlich : 


1. Die aus der Dialyse unmittelbar hervorgegangenen Lésungen, 


die eine niedere Konzentration (Albumin 1,62 bis 4,39 g-Proz., 


Globulin 


2,08 bis 4,41 g-Proz.) aufwiesen (,,spezifischer Brechungszuwachs der 
nicht eingeengten isolierten Fraktionen‘‘). 
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2. Nach Einengung der ersten Lésung im leicht erwirmten Luft. 
strom, mit Konzentrationen fiir Albumin von 2,81 bis 15,76 g-Proz 
fir Globulin von 1,64 bis 8,65 g-Proz. (,,spezifischer Brechungszuwachs 
der eingeengten isolierten Fraktionen“). 


Ergebnisse. 

Die Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses an isoliertem 
Albumin und Globulin hat folgende Ergebnisse gezeigt : 

1. Der spezifische Brechungszuwachs fiir Globulin und fiir Albumiy 
aus einem und demselben Serum war nie gleich und im selben Serum fiir 
Globulin stets héher als fir Albumin. Die Werte wichen auch von dey 
fiir das GesamteiweiB erhobenen Mittelwerten ab. 


2. Wahrend, wie gesagt, am gleichen Serum der Globulinwer 
stets héher war als der Albuminwert, erwies sich die absolute Hohe der 
Werte insofern nicht als charakteristisch fiir Globulin und Albumin. 
als in verschiedenen Seren einige Male Globulinwerte gefunden wurden, 
die niedriger waren als die Albuminwerte anderer Seren und umgekebrt 
(Minimalwert fiir Globulin 0,00206, Maximalwert fiir Albumin 0,002 12) 


3. Die spezifischen Brechungszuwachse fiir Globulin aus ver. 
schiedenen Seren erwiesen sich als verschieden. Das gleiche gilt fiir 
das Albumin. 


Die Ursachen dieser individuellen Abweichungen des spezifischen 
Brechungszuwachses der isolierten Globuline und Albumine kénnen zwei- 
facher Natur sein. Es sind zu unterscheiden: 


1. Methodisch bedingte Schwankungen, deren Breite, soweit sie 
den noch zu erwahnenden Bestimmungsfehler betrifft, aus den itiberal! 
durchgefiihrten Doppelbestimmungen ohne weiteres zu berechnen ist 
und als +-Fehler bei den einzelnen Werten verzeichnet wurde. 


2. Wirkliche individuelle Schwankungen, bedingt durch eine von 
Serum zu Serum wechselnde physikalische und chemische Struktur 
des Albumins und des Globulins. 


1, Methodische Schwankungen. 


Diese setzen sich zusammen aus Bestimmungsfehlern und Darstellung: 
fehlern. Es ist némlich zu untersuchen: 

a) Welche Schwankungsbreite des Quotienten R/E ergibt sich aus 
der Fehlerbreite der refraktometrischen Untersuchung und aus der durch 
Doppelbestimmungen ermittelten Fehlerbreite der kjeldahlometrische 
EiweiBanalyse. (Bestimmungsfehler.) 

b) Welche Schwankungsbreite ergibt sich bei Bestimmungen an paralle! 
isolierten Fraktionen desselben Serums? (Darstellungsfehler.) 
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a) Bestimmungsfehler. 


Fiir die Refraktion der untersuchten Lésungen wurde der Mittelwert 
mehrerer Ablesungen gebucht. Die Schwankungsbreite wurde nicht notiert. 
Es kann aber nach vielfaltigen Erfahrungen der Klinik als Fehler der 
Refraktionsbestimmung generell mit einer +-Abweichung von np = 0,00004 
gerechnet werden (vgl. 1. Mitteilung). 

Die Fehlerbreite der kjeldahlometrischen EiweiBuntersuchungen wurden 
von Fall zu Fall ermittelt und notiert. 

Die in jedem Fall vorgenommene Kombination der Maximalwerte der 
Refraktion mit den Minimalwerten des EiweiBgehalts und umgekehrt ergab 
die in den Tabellen vermerkten Abweichungen. 


Der aus Doppelbestimmungen berechnete durchschnittliche ,, Be- 
stimmungsfehler des spezifischen Brechungszuwachses fiir Albumin und 
Globulin betrug +- 0,00004, der extreme Fehler war in diesen Unter- 


suchungen +- 0,00010, der minimale Fehler + 0,00001. 

Wirkliche Unterschiede des spezifischen Brechungszuwachses zwischen 
Albuminen bzw. Globulinen aus verschiedenen Seren kinnen demnach 
nur dann angenommen werden, wenn die Differenz gréBer ist als die fiir 
jedes der zu vergleichenden Albumine (Globuline) ermittelten Bestimmungs- 
jehler. Dazu kommen noch die durch den Darstellungsfehler gegebenen 
weiteren Einschrdnkungen. 


b) Darstellungsfehler. 

Ein Urteil iiber den EinfluB der IsolierungsmaBnahmen auf den 
spezifischen Brechungszuwachs wurde durch parallele Isolierung und 
Reinigung zweier Albumin- und zweier Globulinfraktionen aus einer Aus- 
gangsmischung (Ascitesfliissigkeit) gewonnen. Dabei ergaben sich folgende 
Resultate : 

Albumin I: nicht eingeengt .... . 0,00193 0,000 08 
eingeengt . ..... . . 0,00181 + 0,00001 
Albumin II: nicht eingeengt ... . . 0,00196 + 0,00010 
eingeengt . ... .. . . 0,00187 + 0,00002 
Globulin I: nicht eingeengt ... . . 0,00210 + 0,00002 
einmeecnat . ......-. O668I3 0,000 02 
Globulin IT: nicht eingeengt ... . . 0,00206 + 0,00001 
eingeengt . ... .. . . 0,00208 + 0,00002 


Daraus ist zu entnehmen: 


1. Zwei parallel dargestellte Albumine in der nicht eingeengten Lésung 
gaben Werte, die innerhalb der aus Doppelbestimmungen zu errechnenden 
Schwankungsbreite iibereinstimmten, also als identisch angesehen 
werden kénnen (Differenz +- 0,00001,). 


2. Zwei parallel dargestelite Globuline zeigen in der nicht eingeengten 
(und der eingeengten) Lésung im Gegensatz zu den Albuminen Ab- 
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weichungen, die tiber die aus Doppelbestimmungen errechnete Schwan. 
kungsbreite hinausgehen. 

Globulin I zeigt bei der nicht eingeengten, wie bei der eingeengten 
Lésung héhere Werte als Globulin II, und zwar weisen nicht eingeengt | 
gegeniiber nicht eingeengt II ungefahr die gleichen Differenzen auf, 
wie eingeengt I gegeniiber eingeengt II. (Die Differenz der Werte 
fiir die nicht eingeengten Lésungen betragt + 0,00003,, fiir die ein. 
geengten Lisungen -+- 0,00003;,.) 


3. Anderungen des spezifischen Brechungszuwachses durch da; 
Isolierungsverjahren waren in diesem Falle bei den Albuminen tiberhaupt 
nicht nachweisbar und bei den Globulinen waren sie nicht bedeutend. 


Sie betrugen bei den Globulinen + 0,00007, tibertrafen also die 
aus den Doppelbestimmungen in diesem Falle sich ergebende Schwan. 
kungsbreite. Daf die Unterschiede zwischen parallel isolierten Frak. 
tionen beim Globulin gréBer als beim Albumin sind (0,00220 und 
0,00206 gegeniiber 0,00193 und 0,00196 bei den nicht eingeengten 
Fraktionen) kénnte ein Hinweis auf die gréBere Labilitat der Globuline 
gegentiber der Darstellungsmethode sein. 


4. Auch hier ist (s. auch unten) festzustellen, daB die Einengung 
den spezifischen Brechungszuwachs verindern kann, und zwar im 
Sinne einer Verminderung (vgl. Albumin I. und II., bei denen die Ver- 
minderung deutlich tiber die aus den Doppelbestimmungen errechnete 
Fehlerbreite hinausgeht). Sie mu8 es jedoch nicht, wie die Uberein- 
stimmung bei Globulin I und II zeigt. 


Aus diesem Versuch, dessen Ergebnis durch Wiederholung auf eine 
breitere Basis gestellt werden muB, ist fiir die Beurteilung jener Me8- 
ergebnisse, fiir die doppelt« Isolierungen nicht vorliegen, der Schlui 
zu ziehen, daB es zwar einerseits mdglich ist, Fraktionen mit identischem 
spezifischen Brechungszuwachs herzustellen, daB aber bei allen Versuchen, 
bei denen dies nicht geschehen ist, und zwar besonders bei den Globu- 
linen, mit der Méglichkeit gerechnet werden muB, daB zu dem Be- 
stimmungsfehler noch ein Darstellungsfehler hinzukommt, der durch 
unvermeidliche Ungleichheiten in der Methodik der Fraktionierung 
zustande kommen kann. 


In den vorliegenden Untersuchungen ist eine weitere, ebenfalls auf 
gewisse, wenn auch nicht bedeutende Einfliisse der Methodik weisende 
GesetzmaBigkeit zu erkennen, nimlich die Méglichkeit und Haufigkeit einer 
Beeinflussung des spezifischen Brechungszuwachses durch das Einengungs- 
verjahren im Sinne einer Verminderung. 

Vergleicht man namlich den spezifischen Brechungszuwachs, welche! 
aus den nicht eingeengten und aus den eingeengten Lésungen gewonnen 
wurde, so findet man: 
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Globuline 


Nr Nicht eingeengt Eingeengt Differenz 


0,002 34 0,002 00 — 0,000 34 
0,002 18 0,001 93 — 0,000 25 
0,002 02 — 0,000 16 
0,001 96 — 0,000 22 
0,002 33 0,002 04 — 0,000 29 
0,002 08 0,002 02 — 0,000 05 
10 | 0,002 70 (2) *) 0,001 95 — 0,000 75 (2) *) 
lla 0,002 20 0,002 13 — 0,000 07 
llb 0,002 06 0,002 01 — 0,000 05 
12 0,002 09 0,001 96 — 0,000 13 
0,001 88 — 0,000 21 


*) Ist wegen des nicht aus der Reibe fallenden Wertes der zugehérigen eingeengten Fraktion 
woh! als Fehlbestimmung zu werten. 





Albumine 
Nr. 


Nicht eingeengt Eingeengt Differenz 


0,002 12 0,001 78 — 0,000 34 
0,002 75 0,002 44 — 0,000 31 
0,002 02 + 0,000 10 
0,001 95 | — 0,000 17 
0,001 84 — 0,000 23 
0,001 81 — 0,000 12 
0,001 73 — 0,000 23 
0,001 90 — 0,000 01 


Mit Ausnahme des Albumins von Serum Nr. 6 sind also durchweg nicht 
unbetrachtlich niedrigere Werte fiir die eir geengten Lésungen gegeniiber den 
nicht eingeergten gefunden worden. 

Besonders deutlich zeigt sich der Unterschied in dem zweimal ein- 
geergten Globulin des Serums Nr. 9. 





Konzentration 
Nr. g-Proz. Spez. Brechungszuwachs 


9 3.51 0,002 08 + 0,000 01 0 
9a 4.07 0,002 02 + 0.00003 | 0,000 06 
9b 8.65 0,001 93 + 0.00001 | 0,000 15 


Das Globulin des Serums Nr. 5 dagegen zeigt dies nicht: 





Konzentration 


g-Proz 


3,58 0,002 18 + 0,000 03 0 
5b 4,46 0,002 02 + 0,000 03 0,000 16 
Be 6.44 0,002 04 + 0,000 04 0.000 14 


Nr. Spez. Brechungszuwachs Differenz 


Es ergibt sich also hier, daB nach dem Absinken des Wertes durch die 
erste Einengung eine weitere Einengung keinen nochmaligen herabsetzenden 
Effekt hat. Man kann vielleicht daraus schlieBen, daB die Einengung auch 
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so schonend erfolgen kann, da der spezifische Brechungszuwachs nicht 
verandert wird, oder aber daB die Verminderung desselben durch die Fin. 
engung nur bis zu einem bestimmten Grad erfolgt und dann sistiert. 

Die Tendenz des Einengungsverfahrens zu einer Verminderung les 
spezifischen Brechungszuwachses geht auch aus den Mittelwerten eindeutig 
hervor: 





Mittelwert fiir Albumin | Mittelwert fiir Globulin 


Nicht eingeengt. ........ 0,002 00 0,00 219 
reins 4 6 5, 4 oy ue 0,001 88 0,00 199 


Die Refraktionsverminderung durch Einengung war bei 19 eingeengten 
Lésungen zwélfimal, also in m>hr als der Halfte der Falle gréBer als 
—0,00014. Eine hdhere Refraktion (+ 0,00010) nach dem Einengen 
wurde nur einmal beobachtet. 

Diese Refraktionserniedrigung geht also in den meisten Proben iiber 
den bei jeder Probe ermittc-:ten maximalen Bestimmungsfehler hinaus 
Der Grund der Refraktionserniedrigung kann entweder darin gelegen sein, 
da8B Refraktion und Gewicht der EiweiBlésungen nicht direkt proportional 
sind, oder darin, daB das Eiwei8 durch das Einengungsverfahren verandert 
wurde. Da Beziehungen zwischen spezifischem Brechungszuwachs und 
Konzentration, die fiir die erste Méglichkeit sprechen wiirden, in den vor. 
liegenden Resultaten nicht gefunden werden kénnen, méchte ich mich eher 
fiir die zweite Méglichkeit entscheiden. 

Um den EinfluB des Zintrocknens kennenzulernen, wurde noch 
folgender Versuch gemacht: 

Nr. 9. Globulin nicht eingeengt . . . . 0,00208 

Nr. 9a. Globulin eingeengt . . 0,001 93 

Nr. 9b. Globulin eingetrocknet, in “destil- 

liertem Wasser gelést, mit Nor- 

mosal verdiinnt . .... . . 0,00202 + 0,00003 
Nr. 12. Globulin nicht eingeengt . . . . 0,00209 + 0,00003 
Nr. 12a. Globulin eingeengt ... . 0,001 96 + 0,00003 


Nr. 12b. Globulin zur Trockne cinquengt 
und wieder gelést . . .. . . 0,00188 


- 0,00001 
0,00001 


He He 


0,000 04 


b+ 


Bei Serum Nr. 9 ist also der spezifische Brechungszuwachs des ein- 
getrockneten und wieder gelésten Globulins héher als der des eingeengten 
und liegt nahe dem nicht eirgeergten. 

Bei Serum Nr. 12 nimmt der spezifische Brechungszuwachs (wie fast 
allgemein) bei der eingeengten Lésung ab und liegt nach dem Eintrocknen 
und Wiederauflésen noch tiefer. 

Ein Zusammenhang zwischen Konzentration und _— spezifischem 
Brechungszuwachs scheint auch nach diesen Ergebnissen nicht zu bestehen 

Schorer sowie Rohrer wiesen besonders auf die Bedeutung von Ein- 
trocknungen und von vorangegangenen Temperaturschwankungen au! 
EiweiBlésungen hin und betonen die Veranderungen und Schwierigkeiten. 
welche sich daraus ergeben; Schorer zitiert eine Arbeit Freys, wonach es 
nicht mdglich ist, bei kolloidalen Lésungen denselben Brechungsindex 7 
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erhalten, wenn diese vorher gréBeren Schwankungen der Temperatur, sei 
es positiver oder negativer Natur, ausgesetzt worden sind. 


2. Wirkliche Unterschiede des spezifischen Brechungszuwachses. 


Wenn man auch alle bisher besprochenen Fehler in Beriick- 
sichtigung zieht, so bleiben trotzdem noch Schwankungen iibrig, die 
man als reelle Unterschiede bezeichnen kénnte, weil sie sowohl unter- 
einander als gegen den Mittelwert iiber den aus den einzelnen Proben 
ermittelten Bestimmungsfehler und vielleicht auch iiber den hier nur 
einmal ermittelten Darstellungsfehler hinausgehen. 

Diese Aussage wiirde iiberzeugender klingen, wenn fiir alle Be- 
stimmungen auf der Basis einer doppelten Darstellung auch der Dar- 
stellungsfehler beurteilt werden kénnte. Es wire auch interessant zu 
wissen, ob bei analogen Untersuchungen an Normalseren die Differenzen 
gleich groB oder kleiner ausfallen. Auf Grund des vorliegenden Materials 
kann aber vorldéufig noch nicht mit aller wiinschenswerten Sicherheit aus- 
geschlossen werden, daB die gefundenen U nterschiede zur Gdnze methodischer 
Natur sind, und es kann infolgedessen auch nicht mit Sicherheit behawptet 
werden, daB wirkliche Variationen des spezifischen Brechungszuwachses 
jiir Globulin und fiir Albumin bestehen, noch weniger welche GréBe ihnen 
zukommen kann. Doch kann gesagt werden, daB diese Variationen 
keinesfalls sehr groBe sind, denn die Extremwerte betrugen: 

fiir isoliertes Globulin . .. . . 0,00206 und 0,00234, 
fiir isoliertes Albumin ... . . 0,00191 ,, 0,00212 


nach Ausscheiden von je einem aus der Reihe springenden Werte. Die 
durch Kombination des Bestimmungs- und Darstellungsfehlers mégliche 
Abweichung fiir Globulin derselben Ausgangslésung erhaltene Ab- 
weichung von 0,00206 — 0,00002 bis 0,00220 + 0,00002 legt mir 
in der Beurteilung der gefundenen Variationen vorliufig Zuriick- 
haltung auf. 


Zur Erklérung etwaiger wirklicher Verschiedenheiten des spezifischen 
Brechungszuwachses in verschiedenen Seren kiéme in Betracht eine chemische 
Verschiedenheit der einzelnen EiweiBfraktionen des Albumins und des 
Globulins, die ja selbst nicht einheitliche Kérper darstellen, sondern sich 
wieder in Unterfraktionen von verschiedenen chemischen und physikalischen 
Eigenschaften zerlegen lassen. Eine Verschiebung des Prozentverhialtnisses, 
in dem diese Unterfraktionen das Serumalbumin und das Serumglobulin 
zusammensetzen, kénnte obige Schwankungen des spezifischen Brechungs- 
zuwachses des Albumins und des Globulins zur Folge haben, besonders dann, 
wenn eine der Unterfraktionen starker in ihrem Lichtbrechungsvermégen 
von den anderen abweicht und so schon durch verhaltnismaBig kleine 
Verschiebungen groBe Schwankungen im spezifischen Brechungszuwachs 
hervorrufen wiirde. Nach den bisherigen Ergebnissen in der Literatur, 
sowie nach den geringen Schwankungsbreiten des spezifischen Brechungs- 
zuwachses fiir Albumin und Globulin, welche sich aus vorliegender Arbeit 
ergeben, scheint dies jedoch nicht in gréBerem Umfange der Fall zu sein. 
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II. Die indirekte Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses {ij; 
Albumin und Globulin aus dem Ammonsulfat-Eiwei8gemisch (Bestimmung 
an den nicht isolierten Fraktionen). 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden, wie eingangs erwahunt, 
auch dazu benutzt, dem an den isolierten Globulinen und Albuminen 
durch direkte Bestimmung erhaltenen spezifischen Brechungszuwachsen 
Vergleichswerte, die an den Albuminen und Globuminen des gleichen 
Serums durch indirekte Bestimmung erhalten wurden, gegeniiber- 
zustellen. 

Ein solcher Vergleich ist insofern von Wert, als eben die in der 
Literatur vorliegenden und auseinandergehenden Werte mit ver. 
schiedenen Methoden gewonnen wurden und weil meines Wissens keine 
Angaben dariiber vorliegen, wie verschieden die Resultate sein kénnen, 
wenn direkte und indirekte Methoden am gleichen Serum angewendet 


werden. 
Methodik. 


Von verschiedenen Untersuchern wurden folgende, der Mikro- 
eiweiBanalyse nach Robertson angepaBte, im Prinzip ahnliche, in der 
Ausfiihrung aber etwas abweichende Methoden angewendet. 


1. Starlinger und Hartl haben im Filtrat des Gemisches Serum — halb- 
geséttigte Ammonsulfatlésung ana partes neben der EiweiGrefraktion auc: 
den EiweiBgehalt gravimetrisch bestimmt und daraus bei 23 Seren den 
spezifischen Brechungszuwachs fiir Albumin und unter Benutzung des 
ebenfalls nach ihrer Methode gravimetrisch bestimmten Gesamteiweibes 
und der nach Robertson ermittelten GesamteiweiBrefraktion den spezifischer 
Brechungszuwachs fiir Globulin ermittelt. Sie erhielten dabei bedeutend 
weiter gehendere Schwankungen, als sie selbst bei der Bestimmung des 
spezifischen Brechungszuwachses an gereinigten Fraktionen fanden, und 
die weitrsten Schwankungen, iiber die in, der Literatur iiberhaupt berichtet 
wird, namlich fiir Albumin an 23 Seren Werte von 0,00108 bis 0,00291 um 
einen Mittelwert von 0,00187 (gegeniiber 0,00137 bis 0,00204, Mittelwert 
0,001 66(an sechs Dialysaten), fiir die Globuline an 20 Seren im Ammo 
sulfat-Serumgemisch 0,001 26 bis 0,004 93 (!) Mittelwert 0,002 54 (gegeniiber 
0,002 14 bis 0,00312, Mittelwert 0,00265 (an sieben Dialysaten). 


2. Petschacher, Berger und Schretter haben zum Zwecke einer vorlaufige: 
Orientierung ebenfalls Bestimmungen an nicht isolierten Fraktionen vor- 
genommen und hierzu drei Wege eingeschlagen. 


Albuminrefraktion berechnet aus dem Filtrat des 1:2 verdiinnten Serums 
nach Halbsattigung mit Am, SO, 


9) Albumingewicht berechnet aus dem Filtrat des 1:6 verdiinnten Serums 


Die Refraktion wurde direkt mit Prisma IT in dem Filtrat des Ammon 
sulfat-EiweiBgemisches, das bei der Robertsonschen Bestimmung erhalten 
wurde, bestimmt und der EiweiSgehalt durch Bestimmung des EiweiB-N im 
Filtrat des Ammonsulfat-EiweiBgemisches, das bei der Bestimmung nac! 
Petschacher, Berger und Schretter erhalten wurdé. Sie haben diese Meslienss- 
weise angewendet, weil dafiir aus den Parallelanalysen nach Robertson 
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und nach Petschacher, Berger und Schretter das gréBte Zahlenmaterial zur 
Verfiigung stand, obwohl sie diese Methode insofern nicht als ideal fanden, 
als, wie oben erwahnt, die Albuminmengen Differenzen zeigen, je nachdem 
lie Untersuchung im 1: 2 oder im 1: 6 verdiinnten Serum vorgenommen 
wird, so daB bei diesem Verfahren die Refraktion und der Eiwei®gehalt 
nicht immer in véllig identischer Lésung bestimmt werden. (32 Unter- 
suchungen an menschlichen und sieben Untersuchungen an Kaninchenseren. ) 


Albuminrefraktion im Filtrat des 1:6 verdiinnten Serums nach Halb- 
sittigung mit Am,SO, 


b) ; : : =. - 
Albumingewicht im Filtrat des 1:6 verdiinnten Serums 


Um die bei a) begangenen Fehler auszuschalten, wurden beide GréBen, 
also nicht nur das Gewicht, sondern auch die Refraktion des EiweiBanteils 
m Filtrat eines 1: 6 verdiinnten Serums ermittelt. 

Ausfiithrung: Bestimmung der Refraktion direkt mit Prisma IT im 
glichen Ammonsulfatgemisch, das fiir die Kjeldahlbestimmung ver- 
wendet wurde. Diese Methode ergab die schlechtesten Resultate, weil die 
Refraktionsbestimmung im Filtrat des 1 : 6 verdiinnten Serums zu ungenau 
wird, und wurde daher fallen gelassen (17 Fille). 


Albuminrefraktion im Filtrat des 1:2 verdiinnten Serums 
Albumingewicht im Filtrat des 1:2 verdiinnten Serums 


Ausfiihrung. Der EiweiBgehalt wird aus der iiberstehenden Fliissigkeit, 
welche bei der Robertsonmethode zur Ermittlung des Albumingehalts 
verwendet wird, bestimmt; ebenso der Brechungsanteil fiir Eiwei8. Diese 
Methode umgeht den bei a) hervorgehobenen Fehler, bedingt aber einen 
Fehler, der dadurch hervorgerufen wird, daB die Fallungsgrenzen im | : 2 
verdiinnten Serum nicht so exakt sind, wie die im 1: 6 verdiinnten. Die 
Schwankungsbreite war bei dieser Methode gréBer als bei Methode a). 

Mit diesen drei Methoden wurden von Petschacher, Berger und Schretter 
folgende Resultate erhalten : 





Mittelwert Schwankungsbreite Methode Zah! der Fille 


Albumin. . 0,001 92 0,001 74—0,002 20 33 +7 
Globulin . . 0,002 05 0,001 71—0,002 25 3247 
Albumin. . 0,002 07 0,001 68—0,002 46 15 
Globulin . . 0,002 11 0.001 76—0.002 34 16 


In der vorliegenden Arbeit wurde zur indirekten Bestimmung des 
spezifischen Brechungszuwachses die erste Methede nach Petschacher, 
Berger, und Schretter angewendet. 

Gegeniiber der Bestimmung an den isolierten Albuminen und 
Globulinen wurde der indirekten Methode der Vorzug zugeschrieben, 
EiweiB zu untersuchen, das den Prozeduren der Umfallung und Dialyse 
und den dadurch méglichen Verinderungen seiner Konstitution und 
seines spezifischen Brechungszuwachses nicht ausgesetzt wird (Sfar- 
linger und Hartl). Dagegen hat die genannte indirekte Methode gegen- 
liber den Bestimmungen an den isolierten Fraktionen den Nachteil, 
da8 die Gegenwart simtlicher NichteiweiBstoffe und der hohen Kon- 
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zentration von Ammonsulfat das MeBresultat beeinflussen kénnen, und 
daB der spezifische Brechungszuwachs fiir die Globuline nur indirekt 
bestimmt wird. 

Diese Bewertung der direkten und indirekten Methode zur Be. 
stimmung des spezifischen Brechungszuwachses ist zunichst eine rein 
theoretische und die Untersuchung mit beiden Methoden am gleichen 
Serum wird zeigen miissen, bei welcher Methode die Vorteile gréfer 
sind als die Nachteile. Es darf vielleicht angenommen werden, da{ 
jene Methode die richtigere ist, welche die geringere Streuung und die 
bessere Ubereinstimmung mit den beim Gesamteiwei8 ermittelten 
Werten gibt. 

Im allgemeinen ergeben sowohl die Untersuchungen von Starlinge; 
und Hartl wie auch die von Petschacher, Berger und Schretter, dap dic 
Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses bei Gegenwart des 
fdllenden Salzes bedeutend grifere Schwankungen zeigen als die an- 
gefiihrten Bestimmungen an isolierten Fraktionen. 


Ergebnisse. 


Zur Beurteilung der Resultate ist ebenfalls notwendig, vorerst die 
Fehlerbreite der Methode zu kennen, wobei wieder: 


a) die aus der refraktometrischen Untersuchung, 


b) die aus der Kjeldahlmethode erwachsenden Fehler zu_beriick- 
sichtigen sind. 

Die Fehler aus der Refraktionsbestimmung setzen sich zusammen aus 
dem Ablesefehler fiir die Restrefraktion (a), der mit 0,1 Skalenteile (n) 
= + 0,00002) angenommen wurde; dem ebenso groBen fiir die Vollserum- 
refraktion (6) und endlich dem jeweils durch Doppelanalysen zu bestimmen- 
den Aussalzungs- und Ablesungsfehler fiir die Refraktion des Ammonsulfat- 
Serumgemischs (c). 

Bezeichnet man diese Fehler der Reihe nach mit a, 6 und c, so ergibt 
die Berechnung folgende Abweichungen : 

Fiir die Albumine: Die doppelte Differenz der Refraktionsablesung 
des mit Ammonsulfat halbgesattigten Serums (in np ausgedriickt), ver- 
mehrt um die doppelten fiir die Bestimmung der Restrefraktion an 
genommenen Fehler (np = +. 0,00004); also 2 (a + c). 

Fiir die Globuline: Die doppelte Differenz der Refraktionsablesung 
des mit Ammonsulfat halbgesattigten Serums (in np ausgedriickt), ver- 
mehrt um den fiir die Refraktion des Vollserums angenommenen Fehler 
(np = + 0,00002) also 2a + 8. 

Der Fehler aus der Kjeldahlbestimmung wird fiir Albumin jeweils 
aus dem maximalen und minimalen Wert des Thiosulfatverbrauchs berechnet : 
fiir das Globulin ist er aus den Extremwerten fiir Albumin und fiir Gesamt- 
eiweiB so zu berechnen, daB vom gréBten GesamteiweiBwert der kleinste 
Albuminwert abgezogen wird und umgekehrt. 

Die Kombination des aus der refraktometrischen und der kjeldahlo- 
metrischen Untersuchung sich ergebenden Fehlers zeigt die gréBte, noch 
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methedisch erklarbare Schwankurgsbreite fiir den spezifischen Brechungs- 
zuwachs an. 
Die auf diese Weise ermittelte Fehlerbreite ist in den Tabelien jedem 
Resultat beigegeben. 
Die Schwankung betrug: 
im Mittel: fiir Gobulin + 0.00010, fiir Albumin + 0,00005 
» Maximum: ,, ss + 0,00023, ,, a +. 0,00019 
Minimum: ,, - + 0,00001,  ,, = +. 0.00001 
Fiir diese indirekte Methode der Bestimmung des spezifischen Brechungs- 
zuwachses ist demnach die Fehlerbreite eine gréBere als die fiir direkte Be- 
stimmung aus den isolierten Fraktionen, oder fiir das GesamteiweiB. 


1. Spezifischer Brechungszuwachs fiir nicht isoliertes Aibumin. 


Die mit dieser indirekten Methcde fiir Albumin sich ergebenden 
Werte mit der aus Doppelanalysen berechneten Fehlerbreite zeigt die 
folgende Tabelle ITI, in der zum Vergleich auch die am gleichen Serum 
fiir das isclierte Albumin direkt erhaltenen Werte wiederholt sind. 


Tabelle III. 
Spezifischer Brechungszuwachs fiir die nicht isolierten Albumine nach 
indirekter Bestimmungsmethode und Vergleich mit dem _ spezifischen 
Brechurgszuwachs rach direkter Bestimmurgsmethode. 





Bei indirekter Restimmungsmethode Bei direkter Bestimmungsmethode 


Differenz v. Kona. Differenz v 


Konz. 
Spez. Brechungszuwachs Mittelwert  g-Proz. Spez. Brechungszuwachs Mittelwert 


g-Proz. 


446 000205 + 000002 +0,00009 3,90 0,002 12 + 0,00007 + 000012 
4.71 0,00185 + 000002 -—0,00011 — - - 
— — — 439 (0,002 75)+ 0,000 08 _ 
415 0,001 94 + 0.00006 —0,00002 san 
7.79 (0,001 56) +. 0,000 03 ae 3,94 0,001 92 + 0.00006 — 0,000 08 
3,74 0,00203 + 000006 +0,00007 162 0,002 12 + 000006) + 0,00012 
446 000181 + 000001 —000015 — 
482 0,00200 + 000008 +0,00004 2.01  0,00207 + 0,00006 | + 0,000 07 
‘ , 3,19 0,00193 + 0,00008 — 0,000 07 
1,42 | (0,003 29)+ 0,000 00 oe 2'41 0001 96 + 0.000 10 | — 0.00004 
3,78 0,00201 + 000002 +0,00005 259 0,001 91 + 0,000 04 | — 0,000 09 


Es ergibt sich daraus fiir den spezifischen Brechungszuwachs des 


Albumins : 

1. Von acht untersuchten Seren und einer Ascitesfliissigkeit gaben 
bei indirekter Bestimmung im Ammonsulfat-Eiweifgemisch sieben fir 
den spezifischen Brechungszuwachs Werte, die zwischen 0,00181 und 
0.00205 um einen Mittelwert von 0,00196 mit einer Schwankungsbreite 
von + 0,00012 sich bewegten. Der Mittelwert lag also hier etwas 
niedriger als bei Bestimmungen an den isolierten (nicht eingeengten) 
Albuminen, bei denen er 0,00204 betrug. 








{ 
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2. Von acht untersuchten Seren und einer Ascitesfliissigkeit gaben 
bei indirekter Bestimmungsmethode zwei stark aus der Reihe fallende 
Werte, und zwar Nr.7 einen abnorm niedrigen Wert von 0,001 56, und 
die Ascitesfliissigkeit (Nr. 11) einen abnorm hohen Wert von 0,00229. 
Es diirften hier wohl Fehlbestimmungen vorliegen, denn die nach der 
Art der Bestimmung dazu reziproken Globulinwerte betrugen 0,00360 
bzw. 0,00174. Sie waren also abnorm hoch, bzw. abnorm niedrig und 


. Wichen von dem an isolierten Albuminen bzw. Globulinen des gleichen 


Serums bzw. der Ascitesfliissigkeit direkt bestimmten spezifischen 
Brechungszuwachs stark ab (Nr. 7 Albumin 0,00192, Nr. 11 Albumin 
I. 0,00193, IT. 0.00196.) 

3. Der Vergleich der Werte, die an den nichi isolierten Albuminen 
(indirekt) gewonnen wurden, mit den an den isolierten Albuminen (direkt 
gewonnenen Fraktionen zeigt, daB sich bei verschiedenen Methoden aus 
dem gleichen Serum fiir den spezifischen Brechungszuwachs (mit zwei 
Ausnahmen) Werte ergaben, die zwar etwas voneinander differierten 
(+. 0,00003,, 0.00001, 0,00004,, 0,00003,, 0,000 18, 0,000 16,, 0,00005) 
wobei aber die Berechnung der Fehlerbreite der beiden Verfahren 
ergibt, daB diese Differenzen nicht groB sind und dap Differenzen in 
dieser GréBe rein methodisch bedingt sein kinnen. 

4. Die Extremwerte und die Schwankungsbreite des spezifischen 
Brechungszuwachses waren hier bei der indirekten Methode nicht wesent. 
lich gréBer als bei der direkten Bestimmung an den isolierten Fraktionen. 
abgesehen von den zwei auszuscheidenden Fallen mit den ganz aus der 


- Reihe springenden Werten. 


2. Der spezifische Brechungszuwachs fiir nicht isoliertes Globulin. 


Fiir die Globuline, deren indirekt ermittelte Werte weniger zuver- 
lassig sind, da sie hier auf dem Wege der Differenzmethode ermitte!t 
wurden, ergeben sich die Werte, welche die folgende Tabelle [V aufweist. 
wobei ebenfalls der Vergleich mit den indirekt erhaltenen Werten 
durchgefiihrt ist. 

Es ergibt sich daraus fiir den spezifischen Brechungszuwachs der 
Globuline : 

1. Beisieben untersuchten Seren und einer Ascitesfliissigkeit lieferten 
sieben bei Bestimmung aus dem Ammonsulfat-EiweiBgemisch Globulin- 
werte, die zwischen 0,00195 und 0,00228 lagen und sich um einen 
Mittelwert von 0,00216 in einer Schwankungsbreite von —- 0,00016 
bewegten, die sich also durchschnittlich in ahnlichen Grenzen hielten 
wie die an den isolierten Frakticnen erhaltenen Werte. Der so gefundene 
Mittelwert stimmt sogar mit dem an den isolierten (nicht eingeengten 
Fraktionen erhaltenen nahezu iiberein (0,00212 gegeniiber 0,0021° 
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Tabelle IV. 
Spezifischer Brechungszuwachs fiir die nicht isolierten Globuline nach 
indirekter Bestimmungsmethode und Vergleich mit dem _ spezifischen 
Brechungszuwachs nach direkter Bestimmungsmethode. 





Bei indirekter Bestimmungsmethode Bei direkter Bestimmungsmethode 


Ne | Keen |e o . Differenz v.|| Konz. 
g-Proz. Mittelwert g*Proz. 


Differenz v 


Spez. Brechungszuwachs Mittelwert 


Spez. Brechungszuwachs 


2.09 0,002 23 + 0.00012 +0,00010  — a Ae 
2:05 | 0,002 27 + 0.00005 | +000014 2,08 0,002 34 + 0,00003 + 0,000 15 
oa ba — 358 0,002 18 + 0,000 04 | — 0,000 01 
2.92 0,001 99 + 0,00009 —0,00014 4.41 0,002 33 + 0.00007 + 0,000 14 
168 | (0.00360). 0.00016 — | 3.69 0.00228 + 0.00002 + 0.00009 
1'86 | 0,001 95 +. 0.00023 —0,00018, as 
2°98 0,002 28 + 0.00001 +0,00015 3,51 0,002.08 + 0,00002 — 0,000 11 
239 0,001 96 + 0.00012 0.00017 2:89 (0,00270)4+0.00002 | — 

‘ 427 0,002 20 + 0,00002 + 0,000 01 
2,09 (0,001 74) 0,00010 — 3°84 0,002 06 + 0.00002 — 0,000 13 
1,65 | 0,002 20 + 0,00006 + 0,00007 2.69 0,002.09 + 0.00004 — 0,000 10 


2. Von den untersuchten Seren und der Ascitesfliissigkeit gaben 
zwei stark abweichende Werte, naimlich Nr.7 (0,00360) und Nr. ll 
(0,001 74). Wie bei Besprechung der Albuminwerte betont, muf es 
sich hier um Fehlbestimmungen handeln, wobei tiber den Mechanismus 
derselben vorderhand nichts Bestimmtes ausgesagt werden soll. 


3. Der Vergleich mit den Werten, die an isolierten Fraktionen 
gefunden wurden, ergibt folgende Differenzen, - 0,00003,, 0,00017 
(0,000 66,), 0,00010, (0,00037), 0,000 23, 0,00016, 0,00005,. 


Die Fille Nr. 7 und 11, bei denen Fehler der indirekten Bestimmung, 
und der Fall Nr. 10, bei dem ein Fehler der direkten Bestimmung an- 
angenommen werden darf, kann ausgeschieden werden. 


Die Differenz ist nur in einem Falle (Nr. 9) gréfer als die Fehler- 
breite der direkten und indirekten Bestimmung. | 


Erwagt man weiter, daB den an der oberen Grenze gelegenen oder 
dariiber hinausspringenden Werten der einen Methode nicht auch 
solche der anderen entsprechen, und daB dasselbe auch fiir die niedrigen 
Werte gilt, so liegt die Annahme nahe, da8 Einfliisse der Methodik 
beim Zustandekommen dieser Differenz eine gréBere Rolle gespielt 
haben als reelle Schwankungen des spezifischen Brechungszuwachses. 


4. Die Extremwerte und Schwankungsbreite dieser Methode 
waren hier nicht gréBer als die Extremwerte und Schwankungen, welche 
die direkte Bestimmung an isolierten Fraktionen ergibt, trotz der 
schon an anderer Stelle erérterten Unvollkommenheiten dieses Ver- 
fahrens und trotzdem das Globulin hier im Differenzverfahren ermittelt 
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wird. GréBere Schwankungen bei Doppelbestimmungen kennzeichnen 
jedoch diese Werte im ganzen als weniger zuveriissig. 


Die Gegeniiberstellung der an gleichen Seren nach beiden Methoden 
erhaltenen Werte fiir Albumin und Globulin ergibt im allgemeinen eine 
gute Ubereinstimmung. Die Unterschiede gehen iiber die schon rein der 
Methode zuzuschreibende Schwankungsbreite von +- 0,00006 nur selten 
und nicht erheblich hinaus. Die Resultate der direkten Bestimmung 
erhalten dadurch eine Bestdtigung. Die indirekte Methode scheint zur 
Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses geeignet, doch 
mahnen Resultate, wie sie beim Pneumonieserum (Nr. 7) erhalten 
wurden, in welchem ein extremer, nicht nur von allen anderen Be- 
stimmungen, sondern auch von der Bestimmung am isolierten Globulin 
desselben Serums weit abweichender Globulin- und ihm entsprechend 
ein ebenso aus der Reihe springender Albuminwert erhalten wurde, 
sowie die gréBere Schwankungsbreite der Globulinwerte zur Vorsicht 
und zu Kontrollen durch direkte Bestimmung. 


Zusammenfassung, 


1. Zustandekommen der differenten Werte fiir den spezifischen Brechungs- 
zuwachs. 

In Untersuchungen iiber die fiir die Chemie des SerumeiweiBes und 
fiir die Methodik der EiweiBanalyse des Serums bedeutsame Frage, ob 
der spezifische Brechungszuwachs des SerumeiweiBes als Ganzes und seiner 
Hauptfraktionen, des Serumalbumins und des Serumglobulins in ver- 
schiedenen Seren derselbe ist, oder ob er physiologischen und pathologi- 
schen Variationen unterworfen ist, sind bei Beurteilung gefundener 
Abweichungen auseinanderzuhalten. 


1. Methodisch bedingte Abweichungen. 


2. Wirkliche Abweichungen, bedingt durch chemische und 
physikalische Untersthiede der untersuchten EiweiBlésungen. 


a) Methodisch bedingte Abweichungen. 


Auf diesen Punkt ist mehr Gewicht zu legen als bisher geschehen 
ist, denn die in der Literatur vorliegenden und die eigenen Unter- 
suchungen iiber den spezifischen Brechungszuwachs ergeben, daB im 
gleichen Serum mit verschiedenen Methoden verschiedene Resultate ge- 
wonnen werden, ja daB sogar an einer eigenen Untersuchungsreihe an 
Albumin und Globulin aus einer Ascitesfliissigkeit mit gleicher Methodik 
die Werte fir parallel isolierte Albumin- und Globulinlésungen nur 
innerhalb einer gewissen Schwankungsbreite tibereinstimmen. Es mui 
daher bei Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachses mit rein 
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methodisch bedingten Schwankungen, deren GréBe noch nicht hinreichend 
bestimmt ist, gerechnet werden. Es werden dabei auseinandergehalten : 
]. Bestimmungsfebler, 2. Darstellungsfehler. 

Bei der indirekten Bestimmung an den vom fillenden Salz nicht 
befreiten EiweiBlésungen kommen die etwaigen Einfliisse, welche die 
NichteiweiBkérper auf die Refraktionsbestimmung nehmen (Addition 
der Brechungsanteile der hitzekoagulablen NichteiweiBkérper zur 
EiweiBrefraktion und eventuell Beeinflussung der EiweiBrefraktion 
durch Beimengungen) in Betracht. Bei Doppelbestimmungen an der- 
selben EiweiBlésung ist dieser Fehler derselbe. 

Wegen dieser vielfailtigen Beeinflussungsméglichkeiten sind daher 
zur Beantwortung der aufgeworfenen Fragestellung Doppelanalysen 
besonders wiinschenswert, und zwar sowohl: 

1. Doppelbestimmungen des spezifischen Brechungszuwachses an 
der gleichen EiweiBlésung, scwie 

2. doppelte Darstellung der zu untersuchenden EiweiBlésung aus 
einer Serumprobe. 

Das letztere wurde vorliufig an einem Beispiel (AsciteseiweiB- 
kérper) durchgefiihrt mit dem Resultat, daB es méglich ist, durch den 
eingeschlagenen Weg der Isolierung und Reinigung Albumine und 
vielleicht auch Globuline darzustellen, deren spezifischer Brechungs- 
zuwachs praktisch identisch ist. 

In den vorliegenden Untersuchungen betrigt die Breite der methodisch 
hedingten Schwankungen fiir den spezifischen Brechungszuwachs : 


he 





Mittel Minimal Maximal 


a) Bestimmungsfehler. 
Bei GesamteiweiB + 0,000 02, | + 0,00001 +. 0,000 06 
isolierttem Albumin ..... +0,00007 + 0,00004 + 0,000 10 
Globulin + 0,00003 | + 0,000 02 -+- 0,000 07 


nicht isoliertem Albumin . . + 0,000 05, | + 0,000 01 + 0,000 09 
“ Globulin . . + 0,000 10, | + 0,00001 + 0,000 23 
b) Darstellungsfehler. 

Bei Doppeldarstellung von isoliertem Albumin + 0,00001 +- 0,000 04 
P = * sd Globulin + 0,00006, + 0,000 02, 
b) Wirkliche Unterschiede 
des spezifischen Brechungszuwachses. 

Als solche kénnen mit Sicherheit nur jene Abweichungen be- 
zeichnet werden, die von den errechneten Mittelwerten, oder was noch 
iberzeugender ware, (bei Reihenuntersuchungen) am gleichen Kranken 
vom Ausgangswert um einen Betrag schwanken, der gréBer ist als die 
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methodisch ermittelte Schwankungsbreite. Solche Abweichungen 
wurden gefunden. Es ist aber vorlaufig trotzdem nicht sicher auszu- 
schlieBen, daB auch ein Teil dieser Schwankungen der Methodik zur 
Last falle. 

Auf jeden Fall ist die Forderung zu erheben, da®B bei Unier. 
suchungen iiber den spezifischen Brechungszuwachs stets die methodisch 
bedingte Schwankungsbreite untersucht und angegeben werde. 


2. Der spezifische Brechungszuwachs isolierter Albumine 
und Globuline. 

Der spezifische Brechungszuwachs wurde an acht pathologischen 
Menschenseren und einer Ascitesfliissigkeit an isolierten und durch 
dreimaliges Umfdllen gereinigten Albumin- und Globulinfraktionen 
direkt bestimmt. 

Es ergaben sich als Mittelwerte des spezifischen Brechungs- 
zuwachses fiir: 


isoliertes Serumglobulin . ...... . - 0,00219 
isoliertes Serumalbumin . .... . . . . 0,0020) 


Als Maximalwert fiir: 
isoliertes Serumglobulin ...... . . 0,00234 
isoliertes Serumalbumin ...... . . 0,00212 


Als Minimalwert fiir: 
isoliertes Serumglobulin .... .,. . . 0,00206 
isoliertes Serumalbumin ....... . 0,0019I1 


Die Mittelwerte der isolierten Fraktionen ndhern sich in diesen 
Untersuchungen dem in der ersten Mitteilung angegebenen Wert fiir den 
spezifischen Brechungszuwachs des Gesamteiweifes von 0,002 00. 


Der spezifische Brechungszuwachs fiir isoliertes Globulin scheint nach de 
vorliegenden Untersuchungen gréBer zu sein, als der fiir isoliertes Albumin. 
Dies geht sowohl aus den Mittelwerten hervor, als auch aus dem Vergleic! 
der Werte fiir Albumin und Globulin aus dem gleichen Serum. Denn im 
gleichen Serum hatte das isolierte Globulin mit einer Ausnahme (Serum 5), 
bei welchem fiir das isolierte Albumin ein aus der Reihe springender uni 
wahrscheinlich fehlerhafter Wert von 0,00275 ermittelt wurde, stets eine! 
héheren spezifischen Brechungszuwachs als das Albumin. 

In verschiedenen Seren finden sich aber auch Globuline, deren spezifischer 
Brechungszuwachs niedriger ist als der in anderen Seren fiir Albumin ermutteli 
Wert und umgekehrt. 

Die Schwankungsbreite des spezifischen Brechungszuwachses et 
isolierten Albumine und Globuline war nicht so groB wie Starlinger wi‘ 
Hartl angeben. 
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Ein Vergleich des spezifischen Brechungszuwachses des _ isolierten 
Albumins und isolierten Globulins mit dem des GesamteiweiBes im gleichen 
Serum liefert eine gewisse innere Kontrolle: 





Gesamteiweif Albumin Globulin 


NN on dh 5G bt co: Gavan 0,001 96 0,001 92 0,002 24 
a ce as. Sac ty. sail ok (iat ae ah 0,001 98 0,002 07 0,002 70 (?) 


See Ge ees wee ST 0,001 96 0,001 93 0,002 19 
. EE 6: onus” Sead 0,001 96 0,001 96 0,002 06 
kee 0,002 07 0,001 91 0,002 08 


Von vier Seren mit derart vergleichbaren Werten lag also dreimal der 
GesamteiweiBwert zwischen den Werten fiir Albumin und Globulin; einmal 
jedoch lag er unter dem fiir Albumin ermittelten Wert (Serum Nr. 10), bei 
Ascites II waren beide Werte identisch. 

Einzelne Autoren haben in der Beobachtung, daB sie fiir das Gesamt- 
eiweiB einen Wert erhielten, der mit den aus den Einzelwerten fiir Globulin 
und Albumin berechneten Werten nicht harmoniert, einen Beweis zu sehen 
vermeint, da8B Albumin und Globulin sich nicht einfach, sondern unter 
gewissen Umsetzungen mischen. Ehe man dies jedoch annimmt, miiBten 
aber moethodische Fehler als Ursache solcher Resultate mit Sicherheit 
ausgeschlossen werden kénnen und miiBte auch mit Mischungsversuchen 
das gleiche Resultat erzielbar sein. In einem Falle sind beispielsweise fiir 
die isolierten Fraktionen jedenfalls auffallend hohe Werte erhalten worden. 
In diesem Serum ist gerade die normale GesamteiweiBrefraktion ¢in Grund, 
den Ursachen nachzugehen, welche zu den sonderbaren Befunden fiir die 
Fraktionen gefiihrt haben. 

Der Vergleich der fiir Gesamteiwei8 und Albumin erhaltenen 
Mittelwerte zeigt, daB sie innerhalb der methodisch bestimmten Fehler- 
breite als identisch bezeichnet werjen kénnen (GesaniteiweiB 0,00202, 
isoliertes, nicht eingeengtes Albumin 0,00200). 

Auf jeden Fall geht hervor, dap das angewendete Isolierungsverfahren 
die Zusammensetzung der untersuchten EiweiBkérper, soweit sie im 
spezifischen Brechungszuwachs ihren Ausdruck finden, nicht wesentlich 
gegeniiber der im nativen Serum, der durch die Refraktion des Gesamt- 
eiweiBes charakterisiert wird, verdindern mu. 

Die hier bestimmten Werte nahern sich mehr einem Mittelwert von 
0,00200, wie er sich uns aus einer groBen Anzahl von Analysen mensch- 
lichen Blutserums bei den verschiedensten Krankheitszustinden und 
auch bei unverinderten Kaninchenseren fiir das GesamteiweiB ergibt. 
Gegeniiber den Robertsonschen Zahlen, von denen mir die Anzahl der 
Bestimmungen, auf welche sie sich stiitzen, nicht bekannt ist, unter- 
scheiden sie sich dadurch, daB ein Unterschied zwischen Albumin und 
Globulin aus der Gesamtheit der Bestimmungen zwar ebenfalls hervor- 
geht, daB er aber etwas verwischt ist und daB fiir Globulin zum Teil 
niedrigere Werte erhalten wurden als fiir Albumin, dies aber niemals 
im gleichen Serum, sondern nur bei Vergleich verschiedener Sera. 
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Bei dem groBen EinfluB, den, wie hier dargelegt, die Methodik auf 
die Resultate nehmen kann, sind die in der Literatur vorliegenden und 
die hier vorgelegten Werte noch nicht als definitiv anzusehen. 

In methodischer Hinsicht bestitigen diese Resultate gegeniiber 
Starlinger und Hartl die Grundlagen der Robertsonschen Methode und 
die Angaben von Berger und Petschacher, Arnd und Hafner, Petschacher, 
Berger und Schretter iiber die Brauchbarkeit der refraktometrischen 
Methode nach Robertson. 

Es ware jedoch immerhin zu iiberlegen, ob am Robertsonschen Ver- 
fahren eine weitere Verbesserung zu erzielen ware, etwa in der Form, da‘ 
das GesamteiweiB direkt unter Zugrundelegung des aus eigenen und 
anderen Untersuchungen sich ergebenden Mittelwertes des spezifischen 
Brechungszuwachses fiir GesamteiweiB von 0,C0200 und ebenso das 
Albumin berechnet wird und daB dann das Globulin durch Subtraktion 
des Albumins vom Gesamteiwei8 erhalten wird. 

In allgemein chemischer Hinsicht ergibt sich, daB der Beweis gréBerer 
Verainderungen der Albumine und Globuline in pathologischen Seren 
auf refraktometrischem Wege nicht beigebracht werden konnte; es ist 
noch unentschieden, wieweit gefundene Differenzen durch die Methodik 
vorgetaéuscht werden und in welchem AusmaB ihnen wirkliche Schwan- 
kungen der EiweiBzusammensetzung zugrunde liegen. Die relative 
Konstanz der spezifischen Refraktion des Gesamteiweifes muB jedenfalls 
vor weitergehenden Schliissen in dieser Hinsicht warnen. 


3. Der spezifische Brechungszuwachs nicht isolierter Albumine und Globuline. 


Die Bestimmung des spezifischen Brechungszuwachees an nicht 
isdliertem Albumin urd Globulin bestatigt im allgemeinen die Er- 
gebnisse der Bestimmung an den isolierten Frakticnen. Es wurden dabei 
folgende Werte erhalten: 


fiir nicht isoliertes Albumin 0,00181 — 0,00196 — 0,00205, 
fiir nicht isoliertes Globulin 0,001 95 — 0,00213 — 0.00228. 


Die Differenz zwischen den Werten der isolierten und der nicht 
isolierten Fraktionen des gleichen Serums gingen iiber die im einzelnen 
Falle ermittelte Fehlerbreite der beiderseitigen Mittelwerte nur selten 
und nicht bedeutend hinaus. Fiir die Unterschiede der Fraktionen aus 
verschiedenen Seren gilt das iiber den spezifischen Brechungszuwachs 
der isolierten Fraktionen Gesagte. Gewisse Erfahrungen mahnen jedoch 
zur Vorsicht in der Verwertung der indirekten Methode. 


4. 


Zum SchluB sollen die in der vorliegenden Untersuchung erhaltenen 
Werte mit den Angaben anderer Untersucher zusammengestellt werden. 
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Serumalbumin und Serumglobulin. 
a) Spezifischer Brechungszuwachs 
des Albumins. 


Die Angaben, welche in der Literatur vorliegen, sind in Tabelle V 
mit den eigenen Werten zusammengestellt : 
Tabelle V. 


Der spezifische Brechungszuwachs fiir Albumin 
bei verschiedenen Autoren. 





Mittelwert Schwankungsbreite Autoren Zahl der Fille 


a) Bestimmungen an isolierten Fraktionen. 


~ 0,001 83—0,002 01 Reiss ? 
0,001 77 0,001 73—0,001 80 Rohrer 12 (davon 2 von 
Menschen) 

% 


0001 77 ? Robertson 
0,001 88 0,001 75—0,001 98 Schorer 

0,001 66 0,001 37—0,002 04 Starlinger u. Hartl 
0,002 00 0,001 91—0,002 12 | Schretter 


b) Bestimmungen an nicht isolierten Fraktionen. 


0,001 87 | 0,001 08—0,002 91 | Starlinger u. Hartl 20 

0,00192 0,001 74—0,002 20  Petschacher, Berger 32 pathol. Menschen- 
u. Schretter sera 

0,001 79 0,001 72—0,001 98 Dieselben 7 norm. Kaninchensera 

0,001 96 0,001 81—0,002 05 Schretter 9 


Folgende Werte stehen sich untereinander und dem Werte fiir das 
GesamteiweiB sehr nahe: 


0,00200 fiir isoliertes Albumin, Schretter; 

0,001 96 fiir nicht isoliertes Albumin, Schretter; 

0,001 92 fiir nicht isoliertes Albumin, Petschacher, Berger 
und Schretter; 

0,001 88 fiir isoliertes Albumin, Schorer. 


Den niedrigsten Mittelwert nennen Starlinger und Hartl mit 
0,00166. Jedoch bestehen gegen die Bestimmungsmethode Be- 
denken. Warum Rohrer und Robertson einen so niederen Wert 
erhalten (0,00177), ist nicht recht ersichtlich. (Vgl. das in der 
ersten Mitteilung beim spezifischen Brechungszuwachs des Gesamt- 
eiweiBes hiertiber Gesagte.) 


b) Spezifischer Brechungszuwachs 
des Globulins. 


Die Literaturangaben und die eigenen Werte finden sich in 
Tabelle VI: 
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Tabelle VI. 


Spezifischer Brechurgszuwachs fiir Globulin bei verschiedenen Autore» 





Mittelwert Schwankungsbreite Autoren Zahl der Fille 


a) Bestimmungen an isolierten Fraktionen. 


— 0,002 24—0,002 30 Ress ? 

0,001 77 0,001 72—0,001 80 Rohrer 11 (davon 2 von 
Menschen) 
0,002 29 ? Robertson ? 
0,002 45 0,002 30—0,002 70 Schorer 6 
0,002 65 0,002 14—0,003 12. Starlinger u. Hartl 7 
0,002 19 0,002 06—0,002 34 Schretter 9 
b) Bestimmungen an nicht isolierten Fraktionen. 

0,002 54 | 0,001 26—0,004 93 | Starlinger u. Hartl 23 


0,002 05 0,001 71—0,002 25 | Petschacher, Berger 32 pathol. Menschen 
u. Schretter 


0,002 09 0,001 84—0,002 26 Dieselben 7 norm. Kaninchen 
0,002 13 0,001 95—0,002 28 Schretter 9 


Am niachsten kommen sich untereinander und dem Werte fiir das 
GesamteiweiB : 
0,002 29 fiir isoliertes Globulin, Robertson; 
0,002 19 fiir isoliertes Globulin, Schretter; 


0,00213 fiir nicht isoliertes Globulin, Schretter; 
0,00205 fiir nicht isoliertes Globulin, Petschacher, Berger und Schretter. 


Bei den vorliegenden Untersuchungen hat mich Fraulein Els 
Schnellrieder, wissenschaftliche Hilfskraft der Klinik, in sehr dankens. 
werter Weise unterstiitzt. 
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Die Doppelbestimmung 
als Genauigkeitsma6 bei quantitativen Analysen. 


Von 


Alfred Fleisch. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 12. August 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Mit dem Beitritt der Biologie zu den exakten Wissenschaften tritt 
die Forderung nach hoher Prazision ihrer quantitativen Untersuchungs- 
methoden immer mehr hervor. Die Verfeinerung der Methodik wird 
demgem&B auch allseitig angestrebt, aber merkwiirdigerweise unter- 
bleibt meistens eine brauchbare Angabe iiber die FehlergréBe der 
Methode. Und doch ist die Kenntnis des mittleren Versuchsfehlers 
sehr haufig unentbehrlich fiir die Entscheidung, ob Schwankungen 
der Versuchsresultate lediglich im Bereich der methodischen Fehler 
legen, oder ob diese Schwankungen durch einen duferen Einflug 
bedingt sind. Es muB deshalb auch fiir die biologischen Wissenschaften 
mr Gewohnheit werden, bei der Beschreibung einer quantitativen 
Methode den mittleren Versuchsfehler anzugeben. 


Die Bestimmung der Dispersion (= mittlerer Fehler) nach den 
Methoden der Fehlerrechnung ist relativ einfach, wenn zahlreiche 
Messungen an einer wohl unbekannten aber konstanten GréBe vor- 
genommen werden. Diesbeziigliche Beispiele sind: die haufig wieder- 
holte Messung ein und derselben Strecke, oder die haufig wiederholte 
Zuckerbestimmung an ein und derselben Traubenzuckerliésung. Solche 
einfache Falle sind nun aber in der Biologie die Ausnahme, indem 
meistens die zu bestimmende GréBe nicht konstant ist, sondern fort- 
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wahrend variiert. Wenn z.B. Blutzuckerbestimmungen in Sericn 
ausgefiihrt werden, so andert sich der Blutzuckergehalt derselben 
Person im Verlauf des Tages, und jede Person hat einen etwas ver. 
schiedenen Blutzuckerspiegel. In diesem Falle mit fortwahrend variabler 
Unbekannten kann, wenn nur Einzelbestimmungen ausgefiihrt werden, 
nichts iiber die Genauigkeit der Methode ausgesagt werden. Der 
mittlere Fehler der Methode kann aber eruiert werden, wenn Doppel. 
bestimmungen vorliegen, von denen vorausgesetzt werden kann, daj 
der wahre Wert der Unbekannten fiir die beiden Doppelbestimmungen 
derselbe ist. Darin liegt ein groBer Vorteil der Doppelbestimmungen. 
Der andere Vorteil besteht darin, daB der mittlere Fehler des arithme. 
tischen Mittels aus den zwei Bestimmungen kleiner ist, und zwar ¥ 2mal 
kleiner ist als der mittlere Fehler der Einzelbestimmungen. Aus diesem 
letzteren Grunde hauptsichlich hat sich die Doppelbestimmung bei 
quantitativen Messungen schon stark eingebiirgert. 


Im folgenden soll ein Weg gezeigt werden, wie auf Grund der 
Doppelbestimmung der mittlere Fehler der Methode eruierbar ist, 
obwohl der wahre Wert der Unbekannten fiir jede Doppelbestimmung 
ein anderer ist. Als Beispiel wihle ich 442 Doppelbestimmungen des 
Blutfettes, die ich nach der Methode von Bang an Kaninchenblut aus. 
gefiihrt habe anlaéBlich Untersuchungen tiber die hormonale Beein- 
flussung des Blutfettspiegels. Wesentlich zu erwahnen ist, daB die 
zwei Blutentnahmen fiir die Doppelbestimmung méglichst rasch nach. 
einander und unter méglichst den gleichen Bedingungen erfolgten, so 
daB den beiden Blutproben sehr angenahert der gleiche Blutfettgehalt 
zugrunde liegt. 

Die fehlerrechnerische Behandlung dieses Materials geschieht nach 
der Methode der qualitativen Statistik. Doch sei schon hier hervor- 
gehoben, daB zwischen unserem Material und den Fillen, fiir welche 
die Methode der qualitativen Statistik geschaffen ist, eine Wesens- 
verschiedenheit existiert. Die qualitative Statistik ist nimlich den 
Fillen angepaBt, bei welchen eine gréBere Zahl von Messungen von 
einer einzigen, wohl unbekannten, aber konstanten GréBe vorliegen; 
ein diesbeziigliches Beispiel ist die hiufig wiederholte Messung ein und 
derselben Strecke oder die hiufige Bestimmung des Blutfettes an ein 
und demselben Blute. Unsere Doppelbestimmungen beziehen sich 
hingegen auf Blut, das fiir jede Doppelbestimmung einen anderen 
Fettgehalt aufweist, und nur den beiden Einzelanalysen einer Doppel- 
bestimmung liegt derselbe Fettgehalt zugrunde. Mit dem obigen Beispie! 
in Beziehung gesetzt, handelt es sich also in unserem Falle um 442 Doppe'- 
messungen von 442 verschieden langen Strecken, deren wahre Langen 
unbekannt sind. Trotzdem muB sich aber aus der Zahl und der Grote 
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der aus den Doppelbestimmungen resultierenden Differenzen ein 
RiickschluB ziehen lassen auf die Genauigkeit der Fettanalyse; 
denn es ist selbstverstindlich, daB die gefundenen Differenzen der 
Doppelbestimmungen um so kleiner ausfallen miissen, je priziser die 
Fettanalyse ist. 

Von den Abweichungen, die infolge der nicht ganz angepaBten 
Behandlungsmethode nach Art der qualitativen Statistik entstehen, 
wird spiter die Rede sein. 

Die Behandlung nach Art der qualitativen Statistik geschieht 
entsprechend den Ausfiihrungen von Fwueter 4). 


Das erste Ziel ist die Berechnung der Dispersion o (= mittlerer Fehler), 
indem die GréBe der Dispersion das Genauigkeitsma8 der einzelnen Fett- 
analyse darstellt. Die Dispersion ¢@ ist 


y= 

s=> onl” 

n 

wobei (X*) die Summe der Fehlerquadrate und n die Anzahl der Messungen 
bedeutet. Jedoch sind die wirklichen Fehler X;, X2 . . . X, unbekannt, da 
man den wahren Wert der Unbekannten niemals kennt. Anstatt des wahren 
Wertes der Unbekannten wird deshalb der ausgeglichene Wert gesetzt, 
der gleich dem arithmetischen Mittel der einzelnen Messungen ist; und 
an Stelle der wahren Fehler werden die scheinbaren Fehler gesetzt, die 
den Differenzen zwischen Messungsresultaten und ausgeglicheném Wert 
entsprechen. 


In Abweichung von der iiblichen Fehlerrechnung haben wir fiir unsere 
Versuchsserie nicht nur einen einzigen ausgeglichenen Wert, sondern jede 
Doppelbestimmung besitzt ihren eigenen ausgeglichenen Wert, der gleich 
dem arithmetischen Mittel der beiden Bestimmungen ist. Da die scheinbaren 
Fehler gleich der Differenz zwischen den beiden Bestimmungen und ihrem. 
arithmetischen Mittel sind, so tritt jéder scheinbare Fehler zweimal in 
gleicher GréBe, aber mit verschiedenem Vorzeichen auf. 


Da es sich um eine groBe Versuchsserie handelt, so ware die Bildung der 
Summe der Fehlerquadrate sehr umsténdlich, weshalb folgende verein- 
fachte Methode angewendet wird (siehe Fueter, 8. 248): 


Samtliche scheinbaren Fehler der ganzen Versuchsserie werden ihrer 
GréBe nach in Klassen von der Breite w eingeteilt. Die Breite w wird hier 
zweckmaéBig zu 2 (= 2.10-6g Fett) gewahit. Jeder Klasse wird eine 
Nummer 2 zugeordnet. Die Klasse mit den Fehlern — 1 bis + 1 (Millionstel 
Gramm Fett) erhalt die Nummer 0, die folgenden Klassen nach oben werden 
mit den Nummern 1, 2 usw., die Klassen nach unten mit den Nummern —1, 
— 2 usw. belegt. Die Anzahl der Fehler in jeder Klasse 2 werden abgezahlt 
und mit f/ (x) bezeichnet. 


Die Statistik in dieser Form aufgeschrieben sieht fiir unsere Versuchs- 
serie entsprechend der Tabelle I aus: 


1) Rudolf Fueter, Das mathematische Werkzeug des Chemikers, Biologen 
und Statistikers. Ziirich 1926 bei Orell Fiissli. 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 5 
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Tabelle I. 

Klasse | 2 f(z) a. f(z) x Y 

15 bis 17 s | 1 64 44 0,01 
-. 7 5 245 3,85 0,05 
ee 6 1 36 3,3 0,01 
9, nf 5 6 150 2,75 0,06 
Syrree 4 10 160 2.2 0,10 
ig 6 3 31 279 1,65 0,32 
ee 2 90 360 11 0,93 
Dikts we 1 169 169 0,55 1,74 
1,-) 0 258 0 0 2,66 

Se -1 169 169 | = 0,55 1,74 
-3,-5 -3 90 30 0C |i --Ai) 0,93 
-5,-7 -3 31 279 ~ 1,65 0,32 
-7,-9 -4 10 160 -2,2 0,10 
-9,-l -5 6 150 — 2,75 0,06 
-ll ,-13) -6 1 36 -3,3 0,01 
-13 ,-15|) -7 5 245 ~ 3,85 0,05 
-16 ,-17} -8 | 1 a | -44 0,01 

Summe n — 884 | 2926 — J 2*f(zx) 


Bei dieser Berechnungsart ergibt sich fiir die Dispersion?) ¢yp,: 
w? 
a. = < = x*f (x) —b?, 


wobei w die Breite der einzelnen Klassen, n die Gesamtzah] der Messungen 
bzw. der Fehler, z die Nummer und f(z) die Anzah] der Fehler in der be- 
treffenden Klasse bedeuten. } ist ein Korrekturglied, das in urserem Falle 
Null wird. Nach Tabelle I ergibt sich fiir Y z* / (x) 2926, so daB 03, = 13,24 
und 

unk = 3,64 
wird. 

Wenn die Versuchsreihe einwardfrei ist, so miissen nach dem Bernoulli- 
schen Gesetz rurd zwei Drittel der Fehler absolut kleiner als die Dispersion 
unk sein. Da die drei mittleren Klassen mit Fehlern von — 3 bis + 3 
allein schon 67,5 Proz. der Fille enthalten, so ist in dieser Beziehung nichts 
gegen die Versuchsreihe einzuwenden. 

Ein weiteres Mittel der Priifurg besitzen wir in der Konstruktion der 
Fehlerkurve, die, wenn die Statistik einwandfrei ist, mit der Gaufschen 
Fehlerkurve iibereinstimmen muB8. 

Die Gaufsche Fehlerfunktion hat die Gestalt: 

x2 
€ 20?» 


gral 
- V2xe 


1) Diese unkorrigierte Dispersion wird als ¢,,, bezeichnet im Gegensatz 
zu den spiter erscheinenden korrigierten Dispersionen. 
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wobei X die Abszisse, y die Ordinate und ¢ die Dispersion bedeutet. Um 
yon dem jeweiligen 9 unabhargig zu sein, wurde die Gaufsche Fehlerkurve 
ein fiir allemal konstruiert (Abb. 1) nach der Gleichung 
— x? 
Y = Se 2 ’ 
die erhalten wird, wenn in die Gaufsche Fehierfunktion folgende neue 
Koordinaten eirgefiihrt werden: 
x= ~ Y = 2)220y = rund 5oy. 
Fiir jede Nummer z der Tabelle I werden die zugehérigen Abszissen 
urd Ordinaten berechnet rach den Formeln (siehe Fueter, S. 252): 
; jae i Y — FM unk 5 
Oonk wn 


x). 

Die so berechneten Werte fiir X und Y sind in Tabelle I wiedergegeber. 
In Abb. 1 sind die Werte als Purkte aufgetragen und durch gestrichelte 
Linien miteinander verbunder. Die ausgezogene Linie stellt die GauBseche 
Fehlerkurve dar. 





+3 


























Abb. 1. 


Ausgezogene Linie gleich Gaugsche Fehlerkurve. Die durch gestrichelte Linien 
verbundenen Punkte reprasentieren die Fehlerkurve der Versuchsserie. 


Die Fehlerkurve unserer Versuchsserie stimmt nun durchaus nicht mit 
der Gaufschen Fehlerkurve iiberein, inmdem die gestrichelte Kurve beim 
Abszissenpunkt 0 einen stark positiven ExzeB aufweist, dem ardererseits 
ein negativer Exze8 der Abszissenpurnkte 1,1 und 1,65 gegeniibersteht. 
Vom Standpurkt der mathematischen Wahrscheinlichkeitsrechnurg aus 
ist somit die Statistik nicht eimwandfrei. Durch einen duBeren Einflu8 
wurden relativ zu viel giinstige Fille, d. h. zu viel Falle mit kleinem Fehler 
geschaffen. 

Dieser Exze8 scheint in erster Linie durch die mathematische Behand- 
lung nach Art der qualitativen Statistik verursacht zu sein, indem diese 
Behandlungsart unserer Versuchsserie nicht ganz argepaBt ist, wie oben 
ausgefiihrt wurde. Dadurch, daB fiir jede Doppelbestimmurg das arith- 
metische Mittel als ausgeglichener Wert genommen wird, entsteht namlich 
ein systematischer Fehler. Wenn auch dem arithmetischen Mittel als dem 
ausgeglichenen Wert die gréBte Wahrscheinlichkeit zukommt, mit dem un- 
bekannten wahren Wert zu koinzidieren, so wird doch eire solche Koinzidenz 
nur in einem Teil der Fille vorhanden sein. Im anderen Teil der Fille 
weicht der wahre Wert vom ausgeglichenen Wert ab, und dann sind die 
wahren Fehler gréBer als die von uns verwendeten scheinbaren Fehler. 


25* 
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Eine Illustration hierzu bildet das Schema von Abb. 2, in dem die vertikalen 
Strecken die FehlergréBen bedeuten. 
e) Einzelmessung 

scheinbarer Fehler + 


Wahrer ee ——-ausgeglichener Wert 


. scheinbarer Fehler — 
\ | Einzelmessung 





————wahrer Wert 
Abb. 2. 


Aus dem Falle von Abb. 2 ist klar ersichtlich, da8 anstatt eines groBen 
und eines kleinen wahren Fehlers durch die Verwendung des ausgeglichenen 
Wertes zwei kleine scheinbare Fehler in die Statistik eingesetzt werden. 
Besonders auffallig ist diese Falschung, wenn die zwei Einzelmessungen 
koinzidieren, so daB die beiden scheinbaren Fehler Null sind. Wenn dabei 
der wahre Wert, was zweifellos vorkommt, von den koinzidierenden zwei 
Einzelmassungen nach oben oder unten abweicht, so werden die gemachten 
wahren Fehler ignoriert und als scheinbare Fehler von der GréBe Null in die 
Stastistik eingesetzt. 

Die Verwendung des arithmetischen Mittels als ausgeglichener 
Wert erzeugt somit folgende systematische Falschung: 

1. Es werden kiinstlich relativ zu viel giinstige Fille, d.h. File 
mit kleinem Fehler in die Statistik eingesetzt. 

2. Die wabren Fehler miissen im Durchschnitt offensichtlich 
gréBor sein als die in die Statistik eingesetzten scheinbaren Fehler. 
Folglich ist auch die oben berechnete Dispersion 6,,, = 3,64 offen- 
sichtlich zu klein. 


Wenn hingegen, wie dies gewdhnlich der Fall ist, eine groBe Zahl von 
Einzelmessungen einer wohl unbekannten aber konstanten GréBe nach 
Art der qualitativen Statistik behandelt wird, so tritt die genannte Falschung 
nicht auf, da in diesem Falle der ausgeglichene Wert wegen der groBen 
Zahl der Einzelmoessungen sehr angenaéhert mit dem wahren Wert der un- 
bekannten GrdGe iibereinstimmt. 

Um auch in unserem Falle der Doppelbestimmungen von einer un. 
bekannten variablen GréGe die wahre Dispersion zu erfahren, erscheint es 
zweckm4Big, eine Korrektur einzufiihren. 

Verniinftigerweise sollte die Korrektur darin bestehen, als ausge- 
glichenen Wert nicht mehr das arithmetische Mittel der beiden Einzel- 
bestimmungen zu verwenden, sondern den wahren Wert der Unbekannten 
selbst bzw. einen diesem sehr nahe kommenden Wert. Doch kennen wir den 
wahren Wert der Unbekannten, welcher einer Doppelbestimmung zugrunde 
liegt, nicht. Hingegen erscheint die Supposition verniinftig, da8 in Summa 
simtlicher Doppelbestimmungen das arithmetische Mittel eine gesetzmalige 
Streuung um den jeweiligen wahren Wert der Unbekannten ausfiihrt. Fur 
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die GréBe dieser Streuung hatten wir einen Anhaltspunkt in der wahren 

Dispersion ¢ der Einzelbestimmung. Die Dispersion eines arithmetischen 

Mittels von n Einzelbestimmungen ist Vnmal kleiner als die Dispersion der 

EinzelgréBe. Die Dispersion unseres arithmetischen Mittels ¢,, ist somit: 
0 

 ¢ Vn 

Nun kennen wir aber die wahre Dispersion + der Einzelbestimmung 
noch nicht, sondern ¢ so]l erst durch die Korrektur ermittelt werden. Wir 
kénmnen nun so vorgehen, da8 wir anstatt + die zu kleine urkorrigierte 
Dispersion ¢yp,~ = 3,64 setzen und damit eine erste Korrektur durch- 
fiihren, die, wenn auch noch nicht die wahre Dispersion ¢, so doch einen 
besseren Wert als oy,, ergeben mu8. Wir setzen deshalb 

unk 3,64 
¢., = a oe 2,58. 

Uber die Art der Streuung des arithmetischen Mittels um den 
wahren Wert der Unbekannten kénnen wir die Annahme machen, da8 
sie, wenn nicht vollstandig, so doch angenihert, der Gaufschen Fehler- 
funktion entspricht. 

Das Prinzip unserer Korrektur besteht also darin, daB als aus- 
geglichener Wert nicht mebr das arithmetische Mittel genommen wird, 
sondern ein neuer korrigierter, ausgeglichener Wert, der sich mit der 
Dispersion 6, entsprechend der Gaufschen Fehlerfunktion um das 
arithmetische Mittel gruppiert. Unter Verwendung dieses korrigierten 
ausgeglichenen Wertes werden neue, nimlich die korrigierten schein- 
bharen Fehler berechnet, die im Durchschnitt gréBer ausfallen als die 
alten scheinbaren Fehler. 

Die praktische Durchfiihrung dieser etwas zeitraubenden Korrektur 
sei kurz angedeutet : 

1. Die unter Verwendung des arithmetischen Mittels als ausgeglichener 
Wert gefundenen scheinbaren Fehler werden in neue Klassen von gerirgerer 
Breite, namlich w = 0,5, eingeteilt. In jeder Klasse wird die Anzahl 
der Falle f(x) abgezahlt. 

2. Durch Analyse der Gaufschen Fehlerfunktion wurde folgende 
quantitative Beziehung zwischen Prozentsatz der Fialle und Streuungs- 
intensitét gefunden : 


a 


Tabelle II. 

Fiir 15,92 Proz. der Fille betragt die Streuung 0,1 
16,38 =» ” o 0,298 . 
14,08 : % * 0,498 . 
12,48 _ ,, - , 0,696 . 
10,64 . : 0,896 . 
12,52 ,, ’ , 1,138. 

8,32 ,, ; . ° 1,435 . « 
’ 6,20 1,764.0 
°° 4.56 ,, ° , 2,30 
~ 100,00 Proz. 
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3. In jeder der unter 1. genannten Klassen der Breite w = 0,5 wird 
in 15,92 Proz. der Fille dieser Klasse der ausgeglichene Wert um 0,1, 
einmal nach oben und einmal nach unten vom arithmetischen Mittel we, 
verschoben und in bezug auf diesen korrigierten ausgeglichenen Wert di: 
korrigierten scheinbaren Fehler berechnet. Der gleiche ProzeB wird wieder. 
holt, indem in jeder Klasse in 15,28 Proz. der Fille dieser Klasse der aus 
geglichene Wert um 0,298 o verschoben wird, usw. 


Nach Durchfiihrung der ganzen Korrektur werden die korrigierten 
scheinbaren Fehler wieder in Klassen von der Breite w = 2 aufgeteilt 
und abgezahlt, wieviel Fille /(z) in jede Klasse zu liegen kommen 
Es resultiert eine Statistik analog derjenigen in Tabelle I, nur mit dem 
Unterschied, daB die Klassen mit kleinem Fehler (speziell Klasse x = () 
weniger Fille und dafiir die Klassen mit gréBeren Fehlern mehr Fille 
erhalten haben. 


Aus dieser korrigierten Statistik wird nun, in gleicher Weise wi 
fiir die Statistik in Tabelle I, die Dispersion berechnet, die, weil aui 
Grund einer ersten Korrektur erhalten, als 6,, bezeichnet sei. 6,, betriigt 
4,44, ist also wesentlich gréBer als die unkorrigierte Dispersion 
Sunk = 3,64. 


Es ist zweifellos, daB 6,, der wahren Dispersion der einzelnen Fett. 
bestimmung naher kommt als 6,,,. Aber auch 6,, mu8 noch als zu 
klein bewertet werden, weil wir der Streuung unseres Mittelwertes dic 
zu kleine unkorrigierte Dispersion 6,,, zugrunde gelegt haben. Es 
muB deshalb die Korrektur in genau gleicher Weise nochmals gemacht 
werden, nur mit dem Unterschied, daB die Streuung des Mittelwertes 
nicht aus 6,,,, sondern aus der dem wahren Wert naiher kommenden 
korrigierten Dispersion 6, berechnet wird. 

Die aus der zweiten Korrektur resultierende Dispersion 6, 
betrigt 4,71. 


Wenn in gleicher Weise 6,, fiir die Berechnung der Streuung des 
ausgeglichenen Wertes verwendet wird und damit die Korrektur aus- 
gefiihrt wird, so resultiert 6,, = 4,85. 


Durch dieses Naherungsverfahren mit wiederholten Korrekturen 
wird die resultierende korrigierte Dispersion immer mehr der gesuchten 
wahren Dispersion genahert, indem fiir die Streuung des ausgeglichenen 
Wertes mit jeder folgenden Korrektur ein der wahren Dispersion naher 
kommendes 6, zugrunde gelegt werden kann. Tatsichlich werden die 
Zuwiichse der durch wiederholte Korrekturen erzielten 6, fortwihrend 
kleiner. Wenn die durch die sukzessiven Korrekturen erhaltenen 
Dispersionen als Abszisse und die jeweils erfolgten Zuwiichse als 
Ordinaten aufgetragen werden, so kann durch Extrapolation bestimmt 
werden, bei welcher Dispersion durch eine Korrektur kein Zuwachs 
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der Dispersion mehr erfolgen wiirde. Diese Extrapolation ergibt eine 
Dispersion 6 von etwa 5,1. 


Eine solche Extrapolation der wahren Dispersion ist natiirlic.. nur 
angangig, wenn die Korrekturen zu groBe und zu kleine der Korrektur 
zugrunde gelegte Dispersionen gegen unseren extrapolierten wahren 
Wert der Dispersion konvergieren lassen. Dies ist auch tatsichlich der 
Fall. Wenn die Korrektur nimlich auf Grund einer willkiirlich zu groB 
gewahlten Dispersion 6 = 5,65 durchgefiihrt wird, so resultiert eine 
kleinere korrigierte Dispersion von 6,, = 5,39. 

Wenn hingegen die extrapolierte Dispersion von 5,1 fiir die Korrektur 
verwendet wird, so resultiert eine korrigierte Dispersion von wiederum 
5,1. Die Korrektur hat somit keinen Einflu8B mehr und wir diirfen 
6 = 5,1 als die wahre Dispersion der einzelnen Fettbestimmung bezeichnen. 
Tabelle III gibt eine Zusammenstellung der verschiedenen Dispersionen, 
die der Korrektur zugrunde gelegt wurden, und der daraus resultierenden 
Dispersionen. 

Tabelle III. 





Der Korrektur a gelegte Durch die _Korrektur lois Jn + 
— 3,64 = 4,44 + 0,80 
— 4,44 4,71 + 0,27 
== 471i 4,85 + 0,14 
= &i = 61 + 0,00 
5,65 5,39 — 0,26 





” (extrapoliert) 
°willkiirlich zu groB) _ 


Da o = 5,1 als die wahre Dispersion der einzelnen Fettbestimmung 
anzuerkennen ist, so sei diese Statistik aufgeschrieben, die resultiert, wenn 
der Korrektur ¢ = 5,1 zugrunde gelegt wird. Die Dispersion des aus- 
geglichenen Wertes um das arithmetische Mittel der beiden Einzelbestim- 
mungen betrigt dann 5,1 V2. Nach Durchfiihrung der Korrektur werden 
Klassen von der Breite w = 2 gebildet, jeder Klasse eine Nummer 2 zu- 
geordnet und abgezahlt, wieviel Fille / (x) in jede Klasse zu liegen kommen 
(siehe Tabelle IV). 

In einer einwandfreien Statistik miissen rund zwei Drittel der Fille 
innerhalb der Dispersion liegen. Diese Forderung ist in der Statistik von 
Tabelle IV erfiillt, indem die Klassen mit der Nummer 2 = 2 bis z = — 2 
rund 70 Proz. der Fille enthalten. 

Die aus der Statistik von Tabelle IV resultierende Fehierkurve ist in 
Abb. 3 wiedergegeben; die zahlenma&Bigen Koordinaten finden sich in 
Tabelle IV in den Kolonnen X und Y. 

Die berechnete Fehlerkurve steht ebenfalls in guter Ubereinstimmung 
mit der Gaufschen Kurve, so da8 auch in dieser Beziehung nichts gegen 
die Statistik eingewendet werden kann. 

Auf eine eigenartige Beziehung, welche ich bei dieser Gelegenheit 
beobachtete, ist noch hinzuweisen. Die aus der Statistik von Tabelle I 
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Tabelle IV. 
Klasse z f (2) z? (fz) x Y 
23 bis 25 12 0,05 | 7 | 471 | 0,0007 
21 , 8 ll 0,15 18 4,32 0,002 
19 , 21 10 0,36 36 3,92 0,005 
= in ae 9 0,92 75 3,53 0,01 
>: a 8 1s2 | 116 3,14 0,03 
oe 7 3,80 186 2,75 0,05 
a 6 6,95 250 2,36 0,10 
Re 4 toe 5 18,30 458 1,96 0,26 
ee | 4 36,80 589 1,57 0,53 
-a yi 3 66,20 596 1,17 0,96 
aoe 2 102,85 411 0,78 1,48 
De: ae 1 133,30 133 0,39 1,93 
1 ,-1 0 141,00 0 0 2,04 
-1 ,-3 -1 133,30 133 - 0,39 1,93 
-3 ,-5 -2 102,85 411 - 0,78 1,48 
-23 -25 -12 0,05 7 | 471 0,0007 
n = 884 5750 — 2 2*f (2x) 
w* 
a — = - 2 x? f(x) = 26,02 ; e = Gl. 
+3 Y T 
+ 2 4 
Ja | Pure 
CAINS 
| 
ce i x 
-¢--3 -@ -? O +? +2 +3 +4 








Abb. 3. 


Die schwarzen Punkte bedeuten die aus der Statistik von Tabelle IV resultierende Fehlkurve. 
Die ausgezogene Linie ist die theoretische Gaug sche Fehlerkurve. 


berechnete, noch vollstaéndig unkorrigierte Dispersion betragt ¢y,, = 3,64. 
Durch die Korrekturen wurde als die wahre Dispersion der Einzelanalyse 
erhalten ¢ = 5,1. Das ist sehr angendhert das V2fache von 3,64. Wir 
haben fiir diese Versuchsserie somit die Beziehung eyo, .)2 = ¢, wobei « 
die wahre Dispersion der Einzelanalyse bedeutet. Da die Dispersion eines 
arithmetischen Mittels aus zwei Bestimmurgen ¢,, = o/|2 ist, so folgt, 
daB in unserer Versuchsserie die unkorrigierte Dispersion ¢yp_% gleich der 
wahren Dispersion des arithmetischen Mittels einer Doppelbestimmung ist : 


oa 
Punk! = y2 — Om. 


Dieser interessanten und fiir die Durchfiihrumg der Dispersions. 
berechnung von Doppelbestimmungen wichtigen Beziehung scheint all- 
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gemeinere Giiltigkeit zuzukommen. So habe ich an einem anderen statisti- 
schen Material, das ebenfalls aus Doppelbestimmungen besteht, die Richtig- 
keit dieser Beziehung ¢yp, . y2 = @ bestatigt gefunden. 

Herr Prof. Dr. R. Fueter, Ordinarius fiir Mathematik an der 
Universitat Ziirich, dem ich die vorliegenden Berechnungen und die 
yefundene Beziehung unterbreitete, hatte die Liebenswiirdigkeit, die 
Richtigkeit dieser Beziehung in allgemeinerer Form herzuleiten, wofiir 
ich ihm meinen besten Dank ausspreche. Diese Ableitung von Prof. 
Fueter lautet: 

,Hs wird angenommen, ¢ sei die gesuchte wahre Dispersion aller Beob- 
achtungen. Wir setzen zunadchst voraus, daB ein solches ¢ existiere. Dann 
ist die Wahrscheinlichkeit, da8 ein in einer Beobachtung gemachter Fehler X 
zwischen X und X + dX liegt: 

1 x2 


Pp — ydX, wo y = € 202° 
220 
Nehmen wir an, die wahren Fehler einer Doppelbestimmung seien 
X, und X,, so ist die Differenz X,— X, sicherlich f(x)mal als + 2wz 
gefunden worden. Wir diirfen also: 


X,=X+w2, X, = X—wse, dX = w 
setzen. Die Wahrscheinlichkeit, den Fehler X, oder X, zu machen, ist somit: 
1 _ (+ wz? 1 _ (X— wz)? 


Pr = \2x0 


-¢€ 2a -dX, Ps = >= * 202 ° x, 
\220 
und die Wahrscheinlichkeit, bei einer Doppelbeobachtung gerade X, und X, 
zu machen, ist (Undsatz): 
1 X2 + w22z2 
p = 2p,.P, = = ot ol —— -4X,dX = w. 
Die Wahrscheinlichkeit, itiberhaupt in einer Doppelbestimmung zwei 
Fehler mit der Differenz + 2 wz zu machen, ist daher (Odersatz): 
+ o + oo 
X2 + w? z? ‘ p2 g2 
p=(2n._ = Sle "or "dX - Je~ a. w, w = dX. 
zo r.0 





Andererseits ist empirisch unter nm Doppelversuchen /(zx)mal die 
Differenz der Fehler + 2wz, also die empirische Wahrscheinlichkeit fiir 
das Eintreffen : 

f(z) 


nw 


Somit ist + so zu bestimmen, daB fiir jedes z méglichst angendhert die 
Beziehung gilt: 
1 =e f(z) 
=e oo. oS 
\xo nw 
oder wenn man o = J2. 0, setzt: 
w2 x2 
1 S me Lo 


ai he ° z=0,+1, +2,... 
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Nun gibt aber gerade das oben berechnete ¢y,, = 3,64 das angenaher 
beste o, dafiir, daB diese Gleichungen méglichst gut stimmen. Also ist in 
der Tat o = V2.0, =\ 24. Dies ist der theoretische Wert, wenn 
durch ein ¢ alle Beobachtungen der Versuchsreihe charakterisiert werden 
kénnen. 

Ob unsere Annahme, da8 die Versuchsreihe durch ein o charakterisiert 
werden kann, widerspruchsfrei ist, 148t sich, da wir ¢ jetzt kennen, 
folgendermaBen feststellen. Die Wahrscheinlichkeit, da8 bei einer Doppel- 
bestimmung der wahre Fehler w (t + x) und w (t — 2) ist, ist nach obigem: 

1 (t2 + 2?) w? 
Pp - e~ o2 . w* 


x o* 


Somit ist die Wahrscheinlichkeit, daB eine der f (x)-Doppelbestimmungen 
die wahren Fehler w (¢ + x) und w (t — 2) begitzt: 
p 1 {2 w2 
> ce 
Pee 


Somit sind angenahert 


» Ww. 


J (=) “eo io Ww 
\xo 
derselben mit dem Fehler w(t + x) bzw. w(t— x) behaftet. So viele 
muB man also in die Klasse der Nummer ¢ + 2 und t— z tun. Setzt man 
u = t+ a, so erhalt man fiir die Anzahl F (u), wie oft wahrscheinlich der 
Fehler u in der Beobachtungsreihe einzusetzen ist [korrigierte f (x)): 


+o 
f(x) w2 (u — zy? 
Fu) —-w SN —— +e ae ng 
so lentind 8 > 

z:=— oo 

Auf Grund dieser Korrektionsformel habe ich die Korrektur ausgefiihrt, 
indem ¢ = V2 - %nk = 5,14 angenommen wurde. Fiir die Variablen z 
und f(x) dienen die unkorrigierten Werte der Tabelle I. Die Korrektur 
ergibt folgende Statistik: 





Tabelle V. 
u F (u) u? F(u) 
o | 1458 0 
re oo or 133,1 
oi 405,6 
> ie 65.1 585.9 
oe oe 35,9 574.4 
+ 5 17.6 440.0 
+ 6 3'2 295,2 
+7 40 | 1960 
+8 2/08 123.1 
+ 9 1,05 85,0 
+10 046 | 460 
+11 0.16 193 
+12 005 | 72 
n = 884 5841 — DS u* F(u) 


o? — = 2u*.F(u) — 2644; o — 6,14. 
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Die korrigierte Statistik von Tabelle V, die sehr gut mit der von 
Tabelle IV iibereinstimmt, ergibt eine wahre Dispersion von ¢ = 5,14. Die 
Tatsache, daB diese aus der korrigierten Reihe von Tabelle V berechnete 
Dispersion mit der geforderten Dispersion o = |) 2. oy, = 5,14 iiber- 
einstimmt, beweist die Widerspruchslosigkeit der oben gemachten Vor- 
aussetzung, daB alle Beobachtungen der Versuchsreihe durch ein ¢ 
charakterisiert werden kénnen. 

Auch die auf Grund der Statistik von Tabelle V berechnete Fehlerkurve 
deckt sich mit der von Abb. 3 fast vollsténdig; die Fehlerkurve ist also 
ebenfalls einwandfrei. 

Die Resultate sind somit: 

Die Dispersion der Einzelbestimmung betragt ¢ = 5,14(= 5,14. 10—-®g 
Fett). Damit ist die Genauigkeit der Methode charakterisiert. 

Die verwendete Beobachtungsreihe ist vom Standpunkt der mathe- 
matischen Wahrscheinlichkeitsrechnung aus einwandfrei, d. h. die gemachten 
Fehler sind alle zufalliger Natur und gruppieren sich in ihrer Zah] und GréBe 
gesetzmaiBig um den Fehler Null. 

Die Beobachtungsreihe hat keinen systematischen Fehler. Als solche 
hatten z. B. zu gelten: verschiedene Genauigkeiten zu verschiedenen Zeiten, 
sei es, daB die zu verschiedenen Zeiten bezogenen und verwendeten Reagenzien 
die Genauigkeit beeinfluBt hatten, oder daB das Blut des einen Tieres 
genauere Resultate liefert als das des anderen. Auch die Tatsache, daB die 
Beobachtungsreihe von drei verschiedenen Untersuchern herriihrt und die 
Beobachtungsreihe trotzdem einwandfrei ist, beweist, daB die Genauigkeit 
der drei Untersucher annahernd dieselbe war. 

Bei Versuchsserien mit Doppelbestimmungen von einer unbekannten 
variablen GréBe 14Bt sich, sofern die Versuchsreihe den Gesetzen der Wahr- 
scheinlichkeit entspricht, die Dispersion der Einzelbestimmung auf dem 
dargelegten Wege berechnen, wobei die gefundene Beziehung @ypx . V2 = © 
(0 = die gesuchte wahre Dispersion der Einzelbestimmung) dazu verhilft, 
die Berechnung einfach zu gestalten. 


Zusammenfassung. 


Zur Charakterisierung einer quantitativen Methode und zur Inter- 
pretierung der damit gewonnenen Resultate ist die Berechnung des 
mittleren Fehlers (= Dispersion) nach den Methoden der Fehler- 
rechnung notwendig. Wahrenddem die Berechnung der Dispersion bei 
Versuchsreihen mit zahlreichen Messungen einer wohl unbekannten 
aber konstanten GréBe relativ einfach ist, bieten sich Kompliziertheiten 
bei Versuchsreihen, bei denen die gemessene Gréfe variabel ist (z. B. 
Blutzuckergehalt, Blutfettgehalt usw.). Es wird ein Weg gezeigt, um 
auch in diesem Falle die Dispersion zu berechnen, sofern die Versuchs- 
reihe aus Doppelbestimmungen besteht. Die Behandlung geschieht 
nach Art der qualitativen Statistik, indem die Differenzen zwischen 
je zwei Einzelbestimmungen und ihrem arithmetischen Mittel als 
scheinbare Fehler in die Statistik eingesetzt werden. Die aus dieser 
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Statistik berechnete Dispersion 6,,, bedarf einer Korrektur, die durch 
ein Naherungsverfahren bestimmt wird. Soweit sich bislang beurteilen 
laBt, scheint der Korrekturfaktor eine Konstante zu sein und )2 zu 
betragen. Die wahre Dispersion der Einzelbestimmung 6 betrigt demnach 


é = y2. Ounk- 


Es wird eine Korrekturformel angegeben (S. 386), mittels der die 
Statistik umgerechnet und neu aufgestellt werden kann, um den not- 
wendigen Nachweis zu erbringen, daB eine vorliegende Versuchsreihe 
den Gesetzen der mathematischen Wahrscheinlichkeit entspricht, oder 
ob systematische Fehler oder auBere Einfliisse die Beobachtungsreihe 
beeinfluBt haben. 
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Uber die Pufferung in homogenen und heterogenen Systemen. 
o. 
Kurt Tiufel und Carl Wagner. 
(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie an der Universitat Miinchen. ) 


( Kingegangen am 13. August 1926.) 


1. Bisherige Untersuchungen. 


Gelegentlich einer Untersuchung iiber die Bedeutung und die 
Ermittlung der potentiellen Aciditaét+) ergab sich, da8 fiir kompliziert 
zusammengesetzte Systeme, wie sie vor allem in der physiologischen 
Chemie, in der Lebensmittelchemie usw. eine Rolle spielen, neben der 
aktuellen Aciditaét, d.h. der Wasserstoffionenkonzentration bzw. dem 
Wasserstoffexponenten py, die Pufferungskapazitdt zur Charakterisierung 
der Aciditatsverhaltnisse von wesentlicher Bedeutung ist. Die Pufferungs- 
kapazitat stellt ein MaB fiir die Veranderlichkeit der Wasserstoffionen- 
konzentration dar. Sie ist definiert als diejenige Menge Lauge in 
Aquivalenten, die erforderlich ist, um den Wasserstoffexponenten py, 
von 1 Liter des Systems um eine Einheit zu erhéhen bzw. als der ent- 
sprechende Differentialquotient. 

Praktisch wird die Pufferungskapazitét am einfachsten aus der 
Titrationskurve abgeleitet. Diese erhalt man dadurch, da8 man in 
einem rechtwinkligen Koordinatensystem als Ordinate den Wasserstoff- 
exponenten pq und als Abszisse die zu 1 Liter der Lésung zugegebene 
Menge starker Lauge (positive Richtung) bzw. starker Séure (negative 
Richtung) in Aquivalenten auftrigt®). Vielfach trigt man auf der 
Abszisse auch unmittelbar die Anzahl Kubikzentimeter der zugesetzten 
Titrierflissigkeit auf; um auf Aquivalente umzurechnen, braucht man 
nur mit der Normalitét der Titrierfliissigkeit zu multiplizieren und 
durch das Volumen der zu titrierenden Lésung (in Kubikzentimetern) 


1) K. Téufel und C. Wagner, Zeitschr. f. angew. Chem., erscheint dem- 


nachst. 
*) Das Volumen der Lésungen soll durch den Zusatz der Lauge 
bzw. Séure praktisch nicht verandert werden. 
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zu dividieren. Die Pufferungskapazitat ist gleich der Cotangente des 
Neigungswinkels der Titrationskurve gegen die Abszissenachse, sofern 
fiir Abszisse und Ordinate der gleiche MaBstab gewahlt ist, was jedoch 
im allgemeinen wegen der Ubersichtlichkeit wenig zweckmiBig ist. 


Theoretische Untersuchurgen iiber die Abhargigkeit der Pufferur gs. 
kapazitét von der Zusammensetzurg der Lésurg sind vor allem von 
L. J. Henderson), von M. Koppel urd K.Spiro*), von L. Michaelis*, 
sowie von D. D. van Slyke*) durchgefiihrt worden. Derartige Urtersuchur gen 
haben Bedeutur g fiir die rationelle Herstellur g von Lésur gen mit definierter 
Wasserstoffionernkonzertration (Pufferlésurgen) sowie fiir die Beurteilung 
des Verhaltens von praktisch wichtigen Systemen gegeriiber reaktions. 
arderrden Einfliissen. Es sei hirgewiesen auf die Bildurg oder das Ver- 
schwirden von Saéure bei enzymatischer Prozessen, z. B. beim Bierbrauen, bei 
der Garurg des Brotteiges, bei der Hefezucht, beim ,,Séureabbau‘‘ des 
Weines, bei den Vorgirgen im pflanzlichen urd tierischen Orgarismus 

Gibt man zu einer Lésung starke Saure, d.h. Wasserstoffionen, 
so nimmt im allgemeinen die Wasserstoffionenkcnzentration der Lésung 
nicht um den entsprechenden Betrag zu, da das in die Lésung gebrachte 
Wasserstoffion sich mit den in der Lésung vorhandenen Wasserstoff- 
ion-aufnehmenden Stoffen (Basen, Anionen schwacher Siuren) ins 
Gleichgewicht setzt. Diese Erscheinung wird als Pufferung bezeichnet. 

Der eirfachste Fall eires pufferrden Systems ist gegeben durch das 
Gemisch eirer schwachen Saure HA (Dissoziatiorskor:starte K) mit einem 
ihrer Alkalisalze. Nach dem Masser-wirkurgsgesetz 5) gilt sodanr : 

[HA] 
[A’] 

Sofern die Wasserstoffivner kon zen tration (und Hydroxylionenkorzen. 
tratior) klein ist gegeriiber den Korzentrationen von Séure urd Salz, 
karin mit grofSer Arraherurg die Korgertration der nicht dissoziierten 
Saure [HA] gleich dem Gehalt an titrierbarer Saéure urd die Arioren- 
kor-zer tratior. [A’] gleich der Korzertration des Salzes gesetzt werden. Fiir 
die Verirderw g des Wasserstoffexporerten 7 durch Zusatz der in dem 
Gemisch vorhandenen Saure ([A’] also konstart) folgt durch Differenzieren 
von (1): 


(H’] = -K (1) 


Py l 
ae rem 2 a) 
THA} 0,4343 (HA) (<a 





1) Ergebn. d. Physiol. 8, 254, 1909; Amer. Journ. Physiol. 21, 169, 1908. 

*) Diese Zeitschr. 65, 409, 1914. 

8) Die Wasserstoffiorerkorzertration I, 2. Auf]. 8. 89. Berlin 1922. 

4) Jourr. biol. Chem. 52, 525, 1922; vgl. auch J. M. Kolthoff, Der Ge- 
brauch der Farberirdikatoren, 2. Aufl., 8. 23. Berlin 1923. 

5) In dieser Arbeit werden die sogeranrten starken Elektrolyte gemal 
den reueren theoretischen Vorstellurgen als praktisch vollstar-dig dissoziiert 
argesehen. Von der Eirfiihrurg von Abweichurgskoeffizierten, der so- 
gerarrten Aktivitatskoeffizienter, zur Beriicksichtigurg der durch dic 
irteriorischen Krafte bedirgten Effekte ist zur Vereinfachung der Forme!n 
Abstand genommen worden. 
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Fiir die Veranderung des Wasserstoffexponenten py durch Zusatz des in 
lem Gemisch vorhandenen Salzes ({H A] also konstant) folgt durch 
Differenzieren von (1) die Gleichung: 

a 1 
°PH 
— == 0.4343... 2b 
4’) (4’) we 
Auf Zusatz von starken Basen (d B) erfolgt als Reaktion : 
HA + OH’ = A’ + H,O. 

Infolgedessen ist d[H A] = —-dB und d[A’] = dB. 

Auf Zusatz von starken Saéuren (dS) findet umgekehrt die Reaktion 
statt: 

A’+ H = HA, 
ih. d[H A] = dS und d[A’] = -—dS. In beiden Fillen bleibt [HA] 
- [A’] = ce konstant. Sodann erhalt man: 


apy ss A Py _ Pa Pa _ 
an.....40... nae.” 221. 0,4343 ( 


1 + 1 
{HA} [A’] 
i , ; 7 sii ae : 
Die GréBe -—5, ist von L. Michaelis als Nachgiebigkeit des Systems 


dB 
bezeichnet worden. Nimmt man den reziproken Wert, so erha!t man die 
als Pufferungskapazitadt x definierte GréBe : 
) ae {[H A}.[A'] 
= apg ~ (HA) +4) “ 
Betrachtet man nur die Summe c = [HA] + [A’] sowie die , Disso- 
iationskonstante und die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung als 
gegeben, so ist auf Grund von (1): 


[H A] = 


). ®) 


c 
K’ 
+ (H) 


(5a) 
] 

[4 = — 5b) 
eae 

K 

und Gleichung (4) geht in die von D. D. van Slyke angegebene Form iiber: 
(4). om 
((H'] + K? 

Bei konstanter Gesamtkonzertration c erreicht die Pufferungs- 
kapazitét 2 ein Maximum fiir [H’] = K (optimale Pufferwirkurg bei 
iquivalerten Mergen von Séure und Salz). Umgekehrt ist fiir [H']< K 
bw. [H']> K die Pufferwirkurg nur gering. 

Analoge Betrachturger lassen sich fiir die Gemische von schwachen 
Basen mit ihren Salzen (Gesamtkonzertration c’) anstellen. Wird die 
Basendissoziationskonstante mit K’ und das Ionenprodukt des Wassers 
mit K, bezeichnet, so ergibt sich: 


a = 2,30-c- 


K 


uw 


K ° 
; (at)+ = 


K 
Der Quotient K (gleich der Hydrolysekonstante des Basenkations) 


[H’}. 


x = 2,30. c’. (7) 


tritt an Stelle der Saéuredissoziationskonstante in Gleichung (6). 
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M. Koppel und K. Spiro sowie D. D. van Slyke haben gezeigt, daB dic 
Pufferungskapazitaét eines beliebig komplizierten Systems (Gemisch von 
mehreren Séuren und Basen) gleich der Summe der Pufferungskapazitaten 
der einzelnen Gleichgewichte ist. Falls die Wasserstoffionenkonzentration 
bzw. Hydroxylionenkonzentration nicht mehr vernachlassigt werden kann, 
wie in den vorstehenden Betrachtungen angenommen wurde, tritt noch ein 


Glied 2,30 . ((H’) + [OH’}) bzw. 2,30. (or) + a) hinzu. Die allgemeine 
Gleichung lautet sodann: 


K,, 


¢,.(H'].K K; 


— | 
a gs a ++ anT+ EP + 2// 


2. Die Pufferungskapazitit heterogener Systeme. 


Die bisherigen Uberlegungen beschrianken sich auf homogen 
Systeme. In der Praxis spielen jedoch vielfach auch heterogene Systeme 
eine Rolle, z. B. bei der Bodenaciditaét, beim Wein (Weinstein al: 
Bodenkérper). Als einfachstes Beispiel betrachten wir zunichst ein 
System, bestehend aus einer schwachen Sdure als Bodenkérper und einem 
threr Alkalisalze in Lésung (Konzentration des Salzes = Konzentration 
des Anions = [A']). Das Gleichgewicht ist nicht nur durch die Disso. 
ziationskonstante K, sondern auch durch die Léslichkeit der Siure 
bestimmt. 

Nach einem Ansatz von W., Nernst ist die Konzentration der nicht 


dissoziierten Saare in allen gesattigten Lésungen die gleiche; sie sei mit |, 
bezeichnet. Fiir die Wasserstoffionenkonzentration gilt sodann : 
l,.K 
[4] 
Darch Zusatz von starken Basen oder Saéuren wird lediglich [A’] ver. 


andert, so lange noch Bodenkérper vorhanden ist. Der chemische Vorgang 
wird durch folgende Gleichungen ausgedriickt : 


H Atest + OH' = A'+H,O bew. A’'+H = HA,,,.. 
Fiir die Nachgiebigkeit des Systems gelten somit die Beziehungen') 


d d 3 1 
(a8 a= — (G8 )aa = aa = fay 


Fiir die Pufferungskapazitaét folgt daraus: 
"4 = 2,30.[A’). (11) 


(1) = (9 


(10) 


1) In den folgenden Gleichungen sind diejenigen Stoffe, die als Boden- 
kérper vorhanden sind und deren Konzentration in der Lésung somit 
konstant ist, jeweils der Nachgiebigkeit bzw. Pufferungskapazitat als Index 


beigefiigt. 
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Im homogenen System gelten dagegen die schon besprochenen 
Gleichungen (3) und (4). Der Unterschied im Verhalten des homogenen und 
heterogenen Systems wird am klarsten durch einen Vergleich der Aus- 
driicke (3) und (10) fiir die Nachgiebigkeit. Im Falle des heterogenen 
Systems wird auf Zugabe von Lauge eine aquivalente Menge des Boden- 
korpers aufgelést, d. h. das System verhdlt sich so, als ob das Alkalisalz der 
betreffenden Saure an Stelle von Lauge zugefiigt wiirde (vgl. Gleichung 2b). 
Umgekehrt ist der Zusatz von starker Saéure gleichbedeutend mit einer 
Entfernung des Salzes der puffernden Séure. 

Ein Vergleich der Ausdriicke (3) und (10) zeigt ferner, daB die Nach- 
giebigkeit des homogenen Systems gréBer als die des heterogenen Systems 
ist, da in Gleichung (3) gegeniiber Gleichung (16) noch ein additives Glied 

1 

CAB >s HAl 
wenn [H A] klein gegen [A’] ist, d. h. besonders dann, wenn die Saure ver- 
haltnisméBig schwer léslich ist. Umgekehrt ist die Pufferungskapazitat 
des heterogenen Systems gréBer als die des homogenen Systems. Ist 
{(H A] < [A’], so ergibt sich fiir die Pufferungskapazitaét des homogenen 
Systems néherungsweise # = 2,30.[H A], wahrend diejenige des hetero- 
genen Systems 2q74 = 2,30. [A’] ist. 

Voraussetzung fiir die Ableitung der vorstehenden Gleichungen war, 
da8 die Konzentration der nichtdissoziierten Saéure konstant bleibt. Dies 
ist nicht nur durch die Gegenwart eines Bodenkérpers zu verwirklichen, 
sondern ebenso durch das Gleichgewicht der Lésung mit einer Gasphase 
von konstantem Partialdruck der betreffenden Séure, z. B. Kohlensdéure. 
Véllig analog sind Systeme mit Basen als Bodenkérper zu behandeln. 

Eire weitere Reihe von puffernden heterogenen Systemen sei durch 
das folgende schematische Beispiel gekennzeichnet: Die Lésung einer 
schwachen Saéure mit ainem schwer léslichen Salz dieser Saéure als Boden- 
kérper und einem Uberschu8 des Kations des Salzes in der Ldésung. Es sei 
néher auf das praktisch wichtige heterogene System: Kohlensdure und 
Caleiumsalz in Lésung, Calciumcarbonat als Bodenkdérper, eingegangen. Die 
Gleichgewichtsbedingungen lauten : 


[H'}].{HCO;) = K,.[CO,] (12) 
(H’}.[COs] = K,.[HCOs5) (13) 
[Ca"].(COZ] = Lp. (14) 


hinzukommt. Dieses wird vor allem dann ins Gewicht fallen, 


Aus diesen Gleichungen folgt: 





K,. KR, 


Lp 
Par = — My log [COs] — %y log [Ca] — */, log 1. i 


Fiir die Veraénderung des Wasserstoffexporenten gilt sodann : 
ice __ 90,4343 d[CO,] 0.4343 d[Ca”] 
Pa = 2° [C0,) 2° [Ca") 
Falls die Konzentration an Hydrocarbonationen (und natiirlich erst 
recht an Carbonationen) im Vergleich zu den Konzentrationen an Kohlen- 


séure und Calciumionen zu vernachlassigen ist, wird der chemische Vorgang 
bei Zusatz von Lauge im wesentlichen durch die Gleichung: 


Biochemische Zeitschrift Band 177. 


(H') — ) [CO,}.[Ca"]- 


(15) 


(17) 
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dargestellt,d.h. auf 1 Aquivalent Base verschwinden je 4 g-Molekiil Kohlen. 
séure und Calciumionen : 


dB = —,d[CQ,] (18 
dB = —',d[Ca’]. (19) 
Fiir die Nachgiebigkeit folgt sodann aus (17), (18) und (19): 
= 20) 
(ZB )caco, = 5 (ico, + fea") | 


nnd ferner fiir die Pufferungskapazitat : 
($2 oan [COs] . (Ca) 


(21) 


*CaCOs dpg'Caco, ©” [CO,}+[Ca‘] 

Ist ferner auch die Konzentration an Kohlenséure konstant (als 

d (CO,] = 0), was der Fall ist, wenn der Partialdruck der Kohlensaure j: 

der mit dem System im Gleichgewicht befindlichen Gasphase konstant ist 
dann folgt aus (17) urd (19) fiir das dreiphasige System: 


dpy 1 
— 04343. = 2 
( dB aR CO, [Ca"] 
*CaCO;,CO, = 7,30.[Ca”}. (33) 


Die beiden letzten Gleichungen diirften fiir das Verstaérdnis der Ver 
haltnisse bei der Bodenaciditét von Bedeuturg sein. 
Auch in den beiden letzten Fallen ist die Pufferurgskapazitat de: 
homogenen Systems: 
[CO,] . [HCO;) 
x = 330.—_* An 
* [COs] + [HCO,) 
weser tlich kleiner als die der heterogenen Systeme, da nach Voraussetzung 
[HC O;)] < [Ca”] sein soll. 


(24) 


‘ 
, 8. Allgemeiner Fall. 


Es sei ein System gegeben, in dem die Wasserstoffionenkonzentratic 

durch folgendes Gleichgewicht bestimmt ist: 
HH + a, A, + Ay +--+ T= 6, Bi + fy By+--- (25) 

In dieser Gleichung sird mit A,, A, ..., B;, By», ... die einzelrer an de: 
Gleichgewicht beteiligten Molekelarten und mit yv sowie a), a», ..., 8, Be. 
die zugehérigen Molekularfaktoren bezeichnet. Nach dem Masser. 
wirkungsgesetz ergibt sich sodann fiir die Wasserstoffiorer konzentratio 
der Ausdruck: 





’ 8 13 
"i 1 2 
(H] — } x. Bal {Sy see (26) 
[A,]*.[A,]*... 
worin K die Massenwirkurgskorstante ist. Fiir den Wasserstoi- 


exponenten gilt: 
1 
Tsou {—log K — 8, log [B,]— A, log [By] —-- 
+ @ log [Aj] + 4 log[43} +--+): 


Fiir die Veranderung des Wasserstoffexponenten folgt: 
pee 0.4343 [ante fya[ By) _ @,d[A,] sf a,d[Ay) 1 98) 
: 


te 
~~ 


ee ae 0 ee at 


(B,] [By] [4] " [A,] > 
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In Gleichung (28) fallen natiirlich die Glieder derjenigen Konzentrationen 
weg, die infolge heterogener Gleichgewichtsbedingungen konstant zu setzen 
sind. Es sei weiter die vereinfachende Voraussetzung gemacht, daB die 
Wasserstoffionenkonzentration bzw. Hydroxylionenkonzentration gegen- 
iiber den Konzentrationen der tibrigen Reaktionsteilnehmer klein ist. Dann 
erfolgt bei Zugabe von starken Séuren, d. h. Wasserstoffionen, in der Menge 


dS die Reaktion (25) praktisch qvantitativ in dem Umfange : dS. Daraus 
> 


folgt: 
ay 


dS = —“).d(A,] = —2-d[A] = --- 


i. a{B,) = © .d[B,) - 


wv ¥ 
Aus den beiden letzten Gleichungen ergibt sich: 


dpx _ __ 4pm _ 04343 /2 4 _! Mee l l  —_— 
oB = — a5 ~ S8laatagt +mytimat + | 


Die Nachgiebigkeit eines beliebigen puffernden Gleichgewichis ist 
somit gleich der mit 0.4343") multiplizerten Summe der reziproken W erte 
der Konzentrationen sdmtlicher variabler Reaktionsteilnehmer ohne Riick- 
sicht auf die zugehdérigen Molekularjaktoren. Die oben behandelten 
speziellen Beispiele kénnen simtlich mit Hilfe dieser allgemeinen 
Gleichung abgeleitet werden. 


Den vorsteherden Betrachtungen liegt die Annahme zugrunde, daB 
das durch die zugesetzte. Base in das System hineingebrachte Hydroxylion 
in einer einzigen chemischen Reaktion verbraucht wird. Sind mehrere 
chemische Vorgange beteiligt, so ist zu unterscheiden zwischen Reaktionen, 
die lediglich das Wasserstoffion als gemeinsames Glied enthalten, und solchen, 
die auch durch andere Molekiil- bzw. Ionenarten miteinander verkniipft sind. 
Bei den ersteren ist, wie schon erwahnt, die Pufferungskapazitat des Gesamt 
systems nach M. Koppel und K. Spiro sowie D. D. van Slyke gleich der 
Summe der Pufferungskapazititen der einzelnen Gleichgewichte [vgl. 
Gleichung (8)]. Im zweiten Falle jedoch, z. B. bei der Dissoziation mehr- 
stufiger Elektrolyte (mehrbasische Saéuren, Ampholyte), gilt diese Addi- 
tivitaét nicht ; es sei auf die von M. Koppel und K. Spiro abgeleiteten Formeln 
verwiesen. Diese sind jedoch praktisch nur dann von Bedeutung, wenn die 
Dissoziationskonstanten der verschiedenen Stufen etwa von der gleichen 
GréBenordnung sind, da im allgemeinen nur diejenigen Reaktionen in 
Rechnung zu ziehen sind, deren Gleichgewichtskonstante von der GréBen- 
ordnung der Wasserstoffionenkonzentration des Systems ist [vgl. die 
Diskussion von Forme! (6)]. 


4, Pufferung gegeniiber schwachen Basen oder Siuren. 


Die bisherigen Betrachtungen erstreckten sich auf die Veranderung 
der Wasserstoffionenkonzentration durch Zugabe von starken Basen 
1) Der Faktor 0,4343 riihrt von der Verwerdung des dekadischen 
Logarithmus im Wasserstoffexponenten her. 
26 * 
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bzw. starken Séuren. Ist die Pufferungskapazitat des Systems gegeben, 
folgt fiir die Veranderung des Wasserstoffexponenten der Ausdruck: 


dpx =1.4B=—1.4s, (31 


} ehr 
ire 





In der Praxis jedoch sind auch diejenigen Verénderungen der Wasser 
stoffionenkonzentration von Interesse, die durch Zugabe von schwachey 
Basen oder Saéuren bedingt sind. Setzt man zu einem System von gegebene 
Pufferungskapazitét « und gegebener Wasserstoffionenkonzentration eingientw 
schwache Saéure in der Menge ds mit der Dissoziationskonstante K,, danfiizysa 
ist der Dissoziationsgrad 9 der zugefiigten Saéure bestimmt durch folgenddicht 
Gleichungen : ’ 








?.{H) 
3 = K,, (33 ~ 
= : (33 
ae } 
K, 
Die Verschiebung des puffernden Gleichgewichts erfolgt also nicht iy ] 


Betrage ds, sondern nur nach MaBgabe des dissoziierten Anteils, d. h. vog§Gleic 
%.des; fiir die Veranderung des Wasserstoffexponenten ergibt sich somit 


1 
dpy = ——?.dz, ( 
don _—S si 1 | ] 
yids hie 5 | 
1+ K 


e 

Diese Gleichung gibt nicht nur die durch den Zusatz von Saéuren 2. 
dingte Verainderung der Wasserstoffionenkonzentration wieder, sonde I 
ganz allgemein von Stoffen, die Wasserstoffionen abspalten kénnen. Dag 







gehéren insbesondere auch die Kationen schwacher Basen, da diese o— 
Wasserstoffionen und freie Base zerfallen kénnen'). Wird mit K; die Base 
dissoziationskonstante der zugrunde liegenden Base und mit K, das Tones 
produkt des Wassers bezeichnet, so ergibt sich als scheinbare Sau 

dissoziationskonstante (Hydrolysekonstante des Basenkations) : Is 

K, 

kK, = K. ° (3 

b Die 

Fiir die Veraénderung der Wasserstoffionenkonzentration gilt infol E 

dessen die Gleichung: ines § 

dpa _ 1 1 Pi | 

a. Ieee, “Hann 

1+—| art 


w 

Die Beeinflussung der Wasserstoffionenkonzentration eines Systen 

mit der Pufferungskapazitat 2 durch Zusatz einer Base mit der Dissoziatior 
konstante K, ist durch Gleichung (38) bestimmt: 


dpy _—il 1 


— —— e ——_—__~-—- ( 


oe « 
1 


inand 
Anden 
folge 


+ 
awit [H’]- K, 
1) Vgl. J. N. Brénsted, Einige Bemerkungen iiber den Begriff « — 
Saéuren und Basen. Rec. trav. chim. Pays-Bas 42, 718, 1923. ; 
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Als Basen sind alle Stoffe zu betrachten, die Wasserstoffionen auf- 
mehmen kénnen, also insbesondere auch die Anionen schwacher Séuren. 
jird deren Dissoziationskornstante mit K, bezeichnet, so gilt: 
: (39) 

+ ae 

(1) 

Die Gleichungen (37) und (39) kénnen auch mit Hilfe der nachstehend 
entwickelten Summenformel (40) abgeleitet werden, indem man sich den 
WZusatz der Bestandteile des reaktionsindernden Salzes (Bas> + Sdure) 
nicht gleichzeitig, sondern nacheinander vollzogen denkt. 

Die Gleichungen (35) bis (39) stellen die allgemeine Form fiir die Be- 
pinflussung der Wasserstoffionenkonzentration eines Systems dar. Fiir die 

axis als besonders wichtig seien folgende Spezialfaille hervorgehoben : 


K 
1, Zusatz von sauren Stoffen, (H']< K, bzw. (Hl< 
b 


In diesem Falle verschwindet das zweite Glied des Nenners von 
Gleichung (35) bzw. (37), und man erhalt die einfache Form: 


dpu ] 


ds 7 


Ist umgekehrt [H'] > K, bzw. [H'] > Kx’ ist einfach a 0. 
b 


K 
2. Zusatz von basischen Stoffen, (H)]> _- bzw. (H')>K,. 
b 


In diesem Falle verschwirdet das zweite Glied des Nenners von 
leichung (38) bzw. (39) urd man erhalt: 
dp, it 
oe si. x 


K, 
Ist umgekehrt [H']<-" bzw. [H']<K,, 80 ist einfach a = 0, 
b 


Die Wasserstoffionenkonzentration von Gemischen puffernder Systeme. 


Es erhebt sich weiterhin die Frage, wie die Wasserstoffionenkonzentration 
ines gegebenen Systems mit bekannter Pufferurgskapazitét durch Zugabe 
miner beliebig zusammengesetzten Liésung veraéndert wird. Diesen Fall 

ann man in der Weise behandeln, daB man so rechnet, als ob die einzelnen 

Bestandteile der zuzugebenden Léeung nicht gleichzeitig, sondern nach- 
inander zugesetzt werden. Die durch die Komponenten hervorgerufenen 
Anderungen des Wasserstoffexponenten superponieren sich und man erhalt 
folgedessen die ss oopnicecauanle 


db, 
j ’ 
= =| oe ot +28: Kk, | (#) 
~ ag 
Ky, "(HTK 
Es sei nunmehr zu folgendem allgemeineren Fall iibergegangen: Ge- 
eben sind zwei Systeme, von denen nicht nur die Wasserstoffexponenten 








' 
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Py, und py, und die Pufferungskapazitéten z, und 2, bekannt sind, sonder 
auch der Verlauf der beiden Titrationskurven: B = g, (py) und B = g, (p,, 
Es soll der Wasserstoffexponent py», gefunden werden, der sich beim Ver. 
mischen des Volumens v, des ersten Systems mit dem Volumen », «es 
zweiten Systems ergibt. Dabei soll vorausgesetzt werden, daB beim Mischen 
der bsiden Systeme keine neuen Gleichgewichte auftreten, wie z. B. die 
Ausfallung eines Niederschlags, Komplexbildung. Die Titrationskurve ces 
Gemisches setzt sich additiv aus denen der einzelnen Systeme zusammen '): 
“1 __ . 93 (pa) + —~?— - 9 (pu) 41 
w+ %% wT Ce ¥2\PuH).- (#1) 
Aus dieser Gleichung ergibt sich als Wasserstoffexponent der Mischung 
der Wasserstoffexponent fiir B = 0 oder die Bedingungsgleichung: 


B = Fm (pu) == 


= 7 2 0. 42) 
+0 v, +0, F2(Pum) ( 


Werden mehr als zwei Systeme gemischt, so ergibt sich sinngemad 
unter Weglassung des gemeinsamen Nenners ( s %,) die Gleichung: 
\ 


> FF; (Pum) = 0. (43) 


Sind die Titratioaskurven nicht als analytische Funktionen, sondern 
lediglich in graphischer Darstellung gegeben, so konstruiert man nach 
Gleichung (42) die Summenkurve. Der Schnittpunkt dieser Summenkurve 
mit der Ordinatenachse (d.h. B = 0) ergibt den Wasserstoffexponenten 7,,,, 
der Mischung. 

Ein besonders einfacher Fall liegt vor, wenn die Titrationskurve der 
zu mischenden Systeme in dem in Frage kommenden Gebiet annahernd 
gradlinig verlaufen, was fiir praktisch wichtige Systeme vielfach zutrifft. 
Dann kann man setzen: 


v v. 
; ¥1(PHm) + ; 
2 





B= ¢:(Pu) = 1 -(PH — Pm) (44a) 
B:= ¢3(pu) = 2-(Pu — PHa)- (44b) 
In Verbindung mit Gleichung (43) folgt: 
v,.%,.(P~PH— PH) + Vg. %2-(PH—PHa) = °. (45) 
Fiir den Wasserstoffexponenter py», ergibt sich also : 
— Vy. %,. PH + Vo. %-PHe (46) 


VU, .%, + Vg. My 
bzw. fiir die Mischung von mehr als zwei Systemen : 


>: (v,.%,- Pai) 
ae : : (47) 


>> (v, F x,) 
Letzters Gleichungen diirften z. B. fiir die Berechnung der Anderungen 


der Wasserstoffionenkonzentration beim Verschneiden von Weinen von 
praktischer Bedeutung sein. 


Pin = 


1) Strang genomme2n miiBten die Titrationskurven der Einzelsystem: 
nach der Verdiinnung auf das Volumen v, + v, bekannt sein. Im allgemeinen 
aadert sich jedoch die Form der Titrationskurven bei Verdiinnung nur sehr 
wenig, sofern die Wasserstoffionen- und Hydroxylionenkonzentration klein 
sind, was bei den meisten praktisch wichtigen Fallen zutrifft. 
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Zusammenfassung. 

1. Fir die Pufferung heterogener Gleichgewichte sowie beliebig 
komplizierter Gleichgewichte iiberhaupt wurde abgeleitet, daB die 
Nachgiebigkeit (reziproker Wert der Pufferungskapazitat) gleich der 
mit 0,4343 multiplizierten Summe simtlicher variabler Reaktions- 
teilnehmer ohne Riicksicht auf die zugehérigen Molekularfaktoren ist. 

2. Es werden Formeln fiir die Verinderung der Wasserstoffionen- 
konzentration von Systemen mit bekannter Pufferungskapazitat bei 
Zusatz von schwachen Basen und Séuren abgeleitet. 

3. Es werden Methoden zur Berechnung der Wasserstoffionen- 
konzentration von Gemischen puffernder Systeme abgeleitet. 








| 
| 
| 
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Blutdruck, 
Blutcholesterin und Diurese nach Zufuhr von Gallensaiuren. 


Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
D. Adlersberg und M. Taubenhaus. 


(Aus der I. medizinischen Universitaétsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 16. August 1926.) 


Die Feststellung von Neubauer (1) und spiter unabhangig davon 
von Pohl (8), daB ein Glied der Gallensiuregruppe, die dehydrierte 
Cholsiure (Dehydrocholsiure = Decholin) praktisch ungiftig ist, war 
fiir die therapeutische Anwendung der Gallenséuren, aber auch fiir das 
Studium der Rolle derselben fiir Physiologie und Pathologie von groBer 
Bedeutung. Seit der Einfiihrung dieser Substanz in die Therapie durch 
Adlersberg und Neubauer (2) wurden die giinstigen Erfahrungen bereits 
von Hoesch (9), Adler (4) u. a. bestatigt. Die geringen Nebenwirkungen 
der Dehydrocholsdiure, der Mangel einer starkeren himolytischen bzw. 
Herzwirkung erméglichte es aber auch, die Wirkung der Gallensiure 
als solcher bzw. der durch sie verursachten Cholerese auf den Orga- 
nismus zu studieren [vg]. Adlersberg und Neubauer (3), Adler (4)]. 

Den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen bildeten folgende 
Uberlegungen. Wie Neubauer (1), ferner Adlersberg und Neubauer (2) (3) 
feststellen konnten, beeinfluBt die Zufuhr von Gallensiuren (Dehydro- 
cholséure) in einzelnen Fallen die Diurese in eindeutiger Weise, anderer- 
seits kommt es zu einem Abfall des Blutcholesterins [Adlersberg und 
Neubauer (3) unabhangig davon Adler (4)]. Mit Riicksicht darauf, dab 
zwischen diesen zwei Erscheinungen gegenseitige Beziehungen bestehen 
kénnten [Heilig und Lederer (5)] wurde zunichst bei einer Anzahl von 
normalen und pathologischen Fillen im akuten Versuch die Beein- 
flussung des Blutcholesterins und der Diurese gepriift. In diesem Zu- 
sammenhang muBte auch die Blutdruckkurve sorgfiltig registriert 
werden, und zwar nicht nur wegen der direkten Bedeutung derselben 
fiir die Diurese. Ist doch in neuerer Zeit auch in Deutschland dem 
Cholesterin eine besondere Rolle bei der Regulierung des Blutdrucks 
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zugescbrieben worden [Kauffmann (6), Westphal (7)}, und so lag immerhin 
die Méglichkeit vor, daB die nach Zufuhr der Gallenséure entstehende 
Abnahme des Blutcholesterins auch vielleicht auf dem Wege iiber die 
Beeinflussung des Blutdrucks eine Verainderung der Diurese bedingen 
konnte. 


Die Versuche wurden 3 bis 4 Stunden rach einer Mahlzeit (Friihstiick 
bzw. Mittagessen) begonmnen. Wahrend der Versuchsdauer blieben die 
Patienten im Bett und enthielten sich jeder Nahrungsaufnahme. In einer 
etwa eine halbe Stunde dauernden Vorperiode wurde der systolische Blut- 
druck (Apparat von Riva-Rocci, breite Oberarmmanschette nach Reckling- 
hausen) am gleichen Arm mehrmals bestimmt und nur bei korstanten 
Werten der darauf folgende Versuch ausgefiihrt. Krapp vor der Injehtion 
der Gallenséure wurde Blut zur Cholesterinbestimmung (Methode nach 
Authenrieth-Funck) aus der Kubitalvere entnommen. Nach intravenéser 
Zufuhr von 10 ccm einer 20proz. Lésung von dehydrocholsaurem Natrium 
(Decholin ) wurde wieder durch 2 bis 3 Stunden in 5 bis 30 Minuten dauernden 
Intervallen der Blutdruck, in 60 bis 90 Minuten dauerrden Zeitabstanden 
das Cholesterin bestimmt. In den meisten Versuchen wurde aber neben dem 
Ausgangswert nur noch im Zeitpunkt des tiefsten Blutdrucks die Cholesterin- 
bestimmung ausgefiihrt. In Versuchen, in denen auch der Einflu8 auf die 
Diurese gepriift wurde, wurde der Harn 1- oder 2stiindlich abgegrenzt, 
wobei sich die Vorperiode auf mehrere Stunden erstreckte. 

Im ganzen konnten bisher an insgesamt 14 Personen: in 18 Versuchen 
das Verhalten des Blutdrucks, in 14 Versuchen die Verinderurgen des 
Blutcholesterins und in 13 Versuchen die Beeinflussung der Diurese ge- 
priift werden. ; 

Bei der Beurteilung der Veraénderurgen des Blutdrucks karn nur auf 
Ausschlage iiber 10mm Hg Gewicht gelegt werden, da wir wenigstens 
diesen Bereich als die physiologische Schwarkungsbreite der Methodik 
ansehen miissen. Um auch die psychische Beeinflussung des Blutdrucks 
durch die Injektion auszuschalten, wurden fiir diese Versuche nur Personen 
herangezogen, die an“ Blutentnmahmen und Injektionen gewéhrt waren. 
Von den uns vorliegenden 18 Blutdruckkurven zeigt sich bei sechs Fallen 
in sechs Versuchen der Blutdruck unverandert, indem sich die Schwankungen 
innerhalb 10 mm Hg bewegen. Von diesen Fillen zeigen fiinf einen normalen, 
einer einen erhéhten Blutdruck (212mm Hg). In sechs Fallen zeigt sich 
an zw6lf Kurven eine Abrahme des Blutdrucks nach der Injektiorn um 
12 bis 30 mm Hg. Diese Fille zeigen mit einer Ausrahme erhéhte Ausgangs- 
werte (nephrogener bzw. essentieller Hochdruck). Bei drei von diesen mit 
Abfall des Blutdrucks reagierenden Fallen wurden zwecks Kontrolle in 
mehrtaégigen Intervallen zwei Versuche, in einem Falle vier Versuche aus- 
gefiihrt. Als Beispiel fiir das Verhalten der positiv reagierenden Fille mége 
Fall 2 dienen (siehe Tabelle I), bei dem jedesmal nach der Injektion der 
Blutdruck abfallt, um sich dann wieder dem Ausgangswert zu nahern. 

Auch bei der Verwertung der Bluicholesterinzahlen kann nur auf gréBere 
Schwankungen Gewicht gelegt werden. Von den diesbeziiglich untersuchten 
zw6lf Fallen (vgl. Tabelle IT) zeigen sieben einen normalen Ausgangswert, 
ein Fall zeigt eine betrachtliche Hypocholesterinimie, vier Fille eine Er- 
héhung des Blutcholesterins. Bei den ersteren sehen wir auf Zufuhr von 
Dehydrocholséure in drei Fallen einen deutlichen Abfall von 25 bis 30 Proz., 
bei den vier anderen einen Anstieg, der 7 bis 12 Proz. betragt, somit eigent 
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Drei Blutdruckversuche bei Fall 2. 
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Tabelle I. 


Pauline R. Chronische Nephritis. 


Herzinsuffizienz, Stauungsorgane. 

















I. Versuch Il. Versuch Ill. Versuch 
Zeit Blutdruck Zeit Blutdruck Zeit Blutdruck 
25. X. 1925 mg Hg 30 X. 1925 mg Hg 2. XL. 1925 mg Hg 
9h20’ 185 4h20’ 180 4b09’ 183 
9 35 187 4 25 182 415 180 
9 45 192 4 30 185 4 35 185 
9 48 197 4 45 180 4b35' 10 cem 20 proz. 
950 | 195 4b45’ 10 ccm 20proz. Decholin intravenés 
10h00’ 10 cem 20 proz. Decholin intravenés 4h45' 180 
Decholin intravenés 4b53’ 160 5 15 162 
10b15’ 170 4 55 160 5 35 166 
10 20 157 5 02 162 5 57 163 
10 40 163 517 165 6 10 166 
11 00 164 5 35 165 6 22 162 
11 05 163 5 58 168 6 43 170 
11 25 166 6 15 163 7 45 178 
11 30 163 6 35 167 
1] 45 187 6 55 160 
1l 55 192 7 15 158 
1215 | 190 7 25 162 
7 35 162 
Tabelle Il. 
Cholesteringehalt des Serums. 
ver so Nach der Injektion | 
Fall | Versuch | Cholesterin Mi  Cholesterin | Diagnose 
malves. inuten mgPres. | 
l I 514 55 472 Nephritis, nephrotischer Ein- 
100 456 schlag, Herzinsuffizienz 
| IF | 515 85 502 
120 468 
2 I | 270 100 188 Nephritis chron., Herzinsuffiz. 
It | 254 105 220 | 
3 I | 90 | 85 97 Normalfall 
I 150 97 
4 I | 147 90 109 Myodegeneratio cardis, 
Stauungsorgane 
5 | I | 192 105 160 | Icterus catarrhalis, Graviditat 
6 I } 128 105 144 Hochdruckstauung 
7 I | 141 70 109 Chron. Nephritis, Darmkatarrh 
8 I 116 90 126 | ormalfall 
9 I | 48 90 50 Septische Endocarditis, 
Herzinsuffizienz 
10 I | 388 100 318 Icterus catarrhalis 
11 I | 190 115 91 Ma re 
12 I 152 50 165 Arteriosclerose, Herzinsuffizienz 
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lich innerhalb der Schwankungsbreite liegt. Von den vier Fallen mit Hyper- 
cholesterinémie zeigen simtliche, und zwar in sechs Versuchen einen deut- 
lichen Abfall des Blutcholesterins, was mit den Befunden von Adlersberg 
und Neubauer (3) im Wesen iibereinstimmt. Der héchste Abfall betragt 
hier 30, der tiefste 11 Proz. Ein Fall von Hypocholesterinémie bleibt un- 
verandert. 


Tabelle III. 
Diureseversuch. 





Harn 





Versuch | Zeit ! Menge 
| | ||_com 
2 II | 11h30’-1430' 23 
Nephritis 1 30-3 30 75 | 
chronica. 3 30-5 30, 170 | 4645’ 10ccom 
Insuffic. 5 30-7 30 200 — | 20proz. Decholin 
cordis 7 30-9 30) 130 _- intravendés 
Ill 12h- 2h 80 
-4 | @ 
215 


4h35' 10 ccm 
20 proz. Decholin 
intravendés 


| 
a 
- 


| 176 

| 110 

75 

| 75 

| 180 
110 

1] 154 } 


| 
_ 
_@ 


- 


Bn 


4h45’ 10 com 
20 proz. Decholin 
intravends 


I 
~ 
oe 


wwnwof tnwnwoc 


! 
_ 


13 
Cholelithia- 
sis 


2 
4 
6-8 
8 -10 
2-2 
2-4 
4-6 
6-8 
8 -10 
6-7 
7-8 
8 
9 


| 9b05' 10 com 
20 proz. Decholin 
intravendés 


bhi tddd 


Beziiglich der Diurese zeigen von den 13 Kurven fiinf keinen wahrnehm- 
baren Einflu8 der Dehydrocholséureinjektion auf dieselbe, in den iibrigen 
Fallen ist ein sicherer Einflu8 vorhanden: die Harnmenge steigt nach 
Decholinzufuhr an, das spezifische Gewicht nimmt ab. Als Beispiele fiir 
mehrere gleicher Art seien drei bei Fall 2 und eine bei Fall 13 gewonnene 
Kurven angefiihrt (vgl. Tabelle III). Es handelt sich im Falle 2 um eine 
chronische Nephritis mit kardialer Insuffizienz und schlechter Diurese. Die 
gleichzeitig gewonnenen Blutdruckkurven sind in Tabelle I mitgeteilt. Sowohl 
unter den positiv, also mit Vermehrung der Diurese, als auch unter den 
negativ reagierenden Fallen sind Versuchspersonen mit normalem Herz- 
geféBapparat, aber auch solche mit Stérung der Diurese infolge Nieren- oder 
Herzerkrankungen vorhanden. Es 148t sich von vornherein weder beim 
normalen, noch beim kranken Menschen voraussagen, ob nach Zufuhr von 
Dehydrocholsaéure eine vermehrte Diurese eintreten wird. Im selben Sinne 
sprechen auch seit drei Jahren fortgesetzte Beobachtungen iiber die Be- 
einflussung der Gesamttagesmenge des Harns bei den mit Decholin be- 
handeltea Fallen (vor allem Erkrankungen der Gallenwege und der Leber). 
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Den zahlreichen mit Vermehrung der Diurese reagierenden Fallen stehen 
ebensoviele negative Resultate gegeniiber. Zur vorléufigen Erklarurg fiir 
dieses verschiedene Verhalten normaler und kranker Menschen lieBe sich 
vielleicht ein im Laufe der Zeit gewonnener Eirdruck heranziehen: man 
sieht mitunter, da8B Fille, bei denen nach Injektion der Gallenséure, nach 
verschiedenen Symptomen beurteilt, keine betrachtliche Cholerese anzu- 
nehmen ware, einen Anstieg der Diurese aufweisen urd umgekehrt. Auch 
konnten Adlersberg und Neubauer (3) eine solche Beobachturg an dem von 
ihnen publizierten Falle von Choledochusfistel machen. Es bestanden in 
diesem Falle, wie die histologische Untersuchurg ergab, schwere Leber- 
veranderungen ; nach Injektion von Decholin zeigte die Temperatur einen 
Anstieg bis iiber 39°, die Gallenmerge blieb auffallenderweise unbeeinfluft, 
ihr Bilirubingehalt nahm aber betraéchtlich ab. In diesem Falle stieg run die 
Tagesharnmer ge um rund 50 bis 70 Proz. an. Wenn auch dieses Verhalten 
keineswegs regelm&Big zu beobachten ist, so glauben wir doch eine Be- 
ziehung zwischen dem diuretischen und choleretischen Effekt des Decholins 
annehmen zu diirfen. Ob nun die Vermehrurg der Diurese als direkte Folge 
einer nicht suffizienten Ausscheidurg der Gallenséure durch die Leber 
aufzufassen ist oder vielleicht die Gallensaéure in dem einen Falle die gallen- 
sekretorische Tatigkeit, in einem anderen die den Wasserhaushalt be- 
herrschende Funktion der Leber beeinfluBt, ]48t sich derzeit nicht ent- 
scheiden. Wahrend Fille mit Stauungsleber vielfach sehr giinstig zu 
reagieren scheinen, ]48t sich dies mitunter beim ganz normalen Menschen 
ebenfalls feststellen. Die Frage mu8 weiteren Untersuchungen iiberlassen 
werden. 

Fiir das Bestehen gegenseitiger Beziehungen zwischen Blutdruck, Blut- 
cholesterin und Diurese ]48t sich in unseren Versuchen kein sicherer Arhalts- 
punkt finden. In einzelnen Fallen zeigt sich bei unveraénderter Diurese eire 
Abnahme des Blutcholesterins und deutlicher Abfal] des Blutdrucks. Bei 
anderen ist bei den gleichen Veraénderurgen von Blutdruck und Blut- 
cholesterin ein starker Anstieg der Diurese zu beobachten. Auch kornte 
mitunter Diuresevermehrung bei unveraéndertem Blutdruck und Blut- 
cholesterin festgestellt werden, ebenso wie die Abrahme des Blutcholesterirs 
durchaus nicht immer zu einer Beeinflussung des Blutdrucks fiihrt. Aller- 
dings geht relativ haufig dem Diureseanstieg eine Abnahme des Blut- 
cholesterins parallel, wahrend der Blutdruck, namentlich bei normaler 
Hohe desselben, keine Verinderung aufzuweisen braucht. Auf eine aus- 
fiihrlishere Darstellung dieser Beziehungen kann hier nicht mehr eingegangen 
werden *). 

Zusammenfassung. 


Der Blutdruck bleibt nach Zufubr von Gallensaiure (Decholin) in einem 
Drittel der Faille unverandert, in zwei Dritteln zeigt sich eine Abnahme 
von 12 bis 30mm Hg und Wiederanstieg auf die Norm nach einigen 


1) Im Rahmen noch nicht publizierter Untersuchungen von Adlersberg 
und Réth, die sich mit den Beziehungen zwischen der ,,féuBeren‘’ und 
,»inneren‘* Sekretion der Leber und mit der experimentellen Glykocholie 
beschéftigen, konnte nach Anregung der Gallensekretion durch Decholin 
beim Kaninchen eine mitunter betrachtliche Abnahme des Niichtern - 
blutzuckers und verlangsamter Ablauf der experimentellen 
Hyperglykamie beobachtet werden. 
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Stunden. Das Blutcholesterin zeigt bei Fallen mit normalem Ausgangs- 
wert in drei von sieben Versuchen einen Abfall von 25 bis 30 Proz., in 
vier Versuchen einen innerhalb der Fehlergrenzen liegenden Anstieg von 
7 bis 12 Proz. Vier Fille von Hypercholesterinimie zeigen eine Ab- 
nahme desselben um 11 bis 30 Proz., ein Fall von Hypocholesterinimie 
bleibt unverandert. Die Diuwrese bleibt in 13 Versuchen fiinfmal un- 
verandert, in acht Fallen ist eine deutliche Vermehrung der Harnmenge 
und Abfall des spezifischen Gewichts zu beobachten. In analoger Weise 
laBt sich auch bei Beobachtung der Gesamtharnmenge ein Anstieg 
derselben, aber keineswegs regelmaBig, feststellen. Gegenseitige Be- 
ziehungen zwischen Verinderungen des Blutdrucks, des Blutcholesterins 
und der Diurese konnten nicht mit Sicherheit festgestellt werden, 
wenn auch haufig Abnahme des Blutcholesterins mit Anstieg der 
Diurese einhergeht. 

Nach Abschlu8 dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von Semler 
(Med. Klin. 1926, Nr. 23), die sich mit dem EinfluB des Decholins auf 
die Diurese beschaftigt. 


Literatur. 
1) Neubauer, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 23; 1924, Nr. 20. — 2) Adlers- 
berg und Neubauer, ebendaselbst 1925, Nr. 7; Wien. Arch. f. inn. Med. 10, 
59, 1925. — 3) Dieselben, Zeitschr. f. exper. Med. 48, 291, 1926; Arch. f. 


exper. Pathol. u. Pharm. 1926 (erscheint demnichst). — 4) Adler, Zeitschr. 
f. d. ges. exper. Med. 46, 371, 1925. — 5) Heilig und Lederer, Klin. 
Wochenschr. 1924, Nr. 39. — 6) Kauffmann, Zeitschr. f. exper. Med. 42, 
473, 1924; 48, 141, 1924; Zeitschr. f. klin. Med. 100, 677 und 702, 1924. 
— 17) Westphal, Zeitschr. f. klin. Med. 101, 545, 558 u. 566, 1925. — 
8) Pohl, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 423, 1922. — 9) Hoesch., 
Miinch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 9. 








Uber, das Komplement der Amylasen [V]') 
und die Zucker-EiweiSkondensation. 


Vor 
Hans Pringsheim und Margot Winter. 
(Aus dem chemischen Irstitut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 17. August 1926.) 


Vor kurzem!) teilten wir mit, daB das Hefekomplement durch 
pepsinverdautes Hiihnereiwei8 vertreten werden kann. Unverdautes 
Hiihnereiwei8 wirkt nach unserer nunmehrigen Feststellung nicht als 
Aktivator der Starkeverzuckerung. 

Die Ausdehnung der Versuche auf andere EiweiBarten im pepsin- 
verdauten Zustande zeitigte teils positive, teils negative Ergebnisse. 
deren Ubersichtlichkeit durch Tabelle I, 8.408 erleichtert wird. Ver- 
daute Albumine und MuskeleiweiBarten beschleunigten die Amylolyse, 
wahrend Casein, Gelatine, Elastin und auch Fibrinalbumose selbst im 
pepsinverdauten Zustande ohne Wirkung blieben. So verhielt sich 
auch das von Merck bezogene Pepton ex albumine. Die Erweiterung der 
Versuche auf Malzamylase gab in den gepriiften Fallen bei pepsin- 
verdautem Eier- und Serumalbumin den entsprechenden positiven, bei 
Pepton ex albumine den negativen Ausschlag. 

Bei unserer Versuchsanstelilung blieb das im Pankreatin vor- 
handene Trypsin infolge der Aciditét von pq = 5,3 ohne Wirkung auf 
die verwendeten Eiweifstoffe. Besonders bemerkenswert ist nun das 
folgende Ergebnis: Stellten wir die Wasserstoffionenkonzentration von 
Pu = 2 nach der Pepsinverdauung zuerst auf 8,4 um und verdauten so 
mit Trypsin, so blieb die Beschleunigung der Starkeverzuckerung bei 
der nachher wieder bei py = 5,3 vorgenommenen Amylolyse aus. Der 
Aktivator wird also durch saure Fermentation aus Hiihnereiwei! 
gebildet und dann durch alkalische wieder zerstért. Da8& dement- 
sprechend die Trypsinverdauung das Pepton ex albumine nicht zum 





1) IV. Mitteilung: H. Pringsheim und G.Otto, diese Zeitschr. 173, 
399, 1926. 
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Aktivator machte und auch Tyrosin unwirksam war, entsprach der 
Erwartung. 

Wir nehmen an, daB das Hefekomplement aus dem Eiwei8 der 
Hefe bei der Autolyse gebildet wird. Es wirkt, wie des dfteren in den 
ersten Mitteilungen hervorgehoben, erst jenseits des Grenzabbaues. 
Sehr wichtig ist nun, daB die Pepsinverdauung dieses Bild grundlegend 
indert. Nicht nur die durch Pepsin enzymatisch gespaltenen EiweiS- 
arten, nein, auch das so vorbereitete Hefekomplement beschleunigen die 
Verzuckerung der Starke sowohl durch Pankreas- wie durch Malz- 
amylase ausgesprochen unterhalb der 70proz. Maltosebildung. Der 
Gegensatz zwischen dem gewodhnlichen Hefekomplement und dem 
pepsinverdauten HiihnereiweiB, Eieralbumin und Myosin geht be- 
sonders aus der fiinften Versuchsreihe hervor. Die Umstinde der 
Aktivierung der Starkeverzuckerung werden also immer komplizierter ; 
das gleiche l4Bt sich von der Wirkung anderer Cofermente erwarten. 

Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Im Verlauf unserer Komplementversuche beobachteten wir nach 
Erreichung einer der 100 proz. Maltosebildung nahe kommenden Reduk- 
tionskraft bei Anwendung der pepsinverdauten EiweiBstoffe einen 
starken Riickgang der Kupferwerte bis unterhalb der komplement- 
freien Werte nach der fiinften oder siebenten Stunde, und zwar 
merkwiirdigerweise in den meisten Fallen parallel zur Komplement- 
wirkung. Gegensitzlich hierzu war das Avsbleiben des Reduktions- 
riickganges in den zwei in Verbindung mit Malzamylase untersuchten 
Beispielen bei pepsinverdautem Eier- und Serumalbumin sowie das 
ausgesprochene Absinken des Kupferwertes beim Pepton ex albumine, 
das keinerlei Beschleunigung der Amylolyse hervorzurufen imstande 
war. Wir habyn auch diese Werte in der nachstehenden Tabelle I 
wiedergegeben. 

Als Erklarung fiir unsere Beobachtungen, die wir noch in keiner 
Weise quantitativ auswerten wollen, greifen wir auf die Ergebnisse 
zuriick, welche verschiedene Forscher in den beiden letzten Jahren 
iiber die Reaktion zwischen Zuckerarten und stickstoffhaltigen Kérpern, 
besonders Aminosiiuren, gesammelt haben. So beobachtete Neuberg') 
beim Mischen von Fructoselésung mit d,l-Alanin, Asparaginsaure, 
Glutaminsaure, Harnstoff und Thioharnstoff eine augenblickliche 
Erhéhung der Linksdrehung, die mit Glucose nicht eintrat. Zuler?) 


1) OC. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925; 174. 464. 
1926. 

*) H. von Euler und K. Josephson, H. 153, 1, 1926; H. von Euler, 
E. Brunius und K. Josephson, H. 155, 259, 1926; B. 59, 1581, 1926. 
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Tabelle I. Geum 

- - . ne verzZ 
Vere | Pankreasamylase Malzamylase } 

areca Se | ee (fee) ee See fe 
wirkung | tionskraft  wirkung | tionskraft direkt 

unter 





a 


Unverdautes HiihnereiweiB 











HiihnereiweiB . 2,5 | ob | ae ae 2 
Eieralbumin. . 3,5 | + + +(7)*)| — (7) lryps 
Blutalbumin..§ 3 | + #| + Tryps 
Serumalbumin . 3 + | + + (7) — (7) mit M 
Dein, E.'s « «= 4 + _* . 
Bar ine 8 Myogen.... 45 | + | of keine 
Hefekomplem. . 6 | + an, da 
Re I Se ee ee 
Elastin ..../ 10 | — — Unter 
Fibrinalbumose ll — — 
Pepsin-trypsinverdautes 
Hiihnereiwei8 .... . 13 _— _ 
Pepton ex albumine : 12 | ee i; + — (7) — (7) 
Trypsinverdautes Pepton ex | 
ae ee ae 13 | — | o vale 
ae oc A ae tan 12 _ | — (13) Versucl 
*) Die eingeklammerten Zahlen bedeuten Versuchsreihen. 

] 
sah die Reaktion zwischen Gluccse und Glykokoll wie Alanin bei 
alkalischer Reaktion mit meSbarer Geschwindigkeit bis zu einem ] 
Gleichgewicht verlaufen, wihrend nach Hynd') Glucose, Fructose und : 


in schwicherem Mafe auch Mannose in alkoholischer wie in wisseriger 
Lésung mit Harnstoff erst nach mehrmonatigem Stehen Drehwerts- 
abnahme zeigten, die jedoch nicht in veranderter Reduktionskraft 

















zum Ausdruck kam, offenbar weil starkes Alkali sofort wieder spaltend > .. 
wirkt. So wird auch eine Verbindung von Sarkosin und Glucose, das§.,... 5; 
Sarkosinamidglucosid, durch n/10 Natronlauge sofort gespalten). efeko 

: Die im Verlauf der Starkefermentation zwischen Zucker und Porn 
EiweiBabbauprodukten gebildeten Kondensate sind viel bestandiger; Di 
nicht allein, daB sich ihre Bildung durch die Titration mit Fehlingscherfiann d 
Lésung, also bei stark alkalischer Reaktion, erweisen liBt, die Kon-B, = £ 
densation geht auch im schwach sauren Gebiet, bei der von uns ein- lalzau 
gehaltenen py von 5,3 vor sich. Auch hier scheint die Erreichung einer — 
gewissen, durch Pepsin veranlaBten EiweiBabbaustufe von ent-§ 4 ( 


scheidendem Einflu8 zu sein, da die Trypsinverdauung, z. B. bei Hiihner-Bration 
eiweiB, aber auch beim Pepton ex albumine, die Fahigkeit zur Reaktion'. Gent 
mit Zucker aufhebt. Erst eingehende Versuche kénnen das verwickeltef"°™™ 


1) A. Hynd, Biochem. Journ. 20, 195, 1926. 
2) K. Maurer, B. 59, 827, 1926. 


2) ] 
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Gebiet klaren, so da8 wir vorerst auf die Diskussion von Einzelheiten 
verzichten. 

Eine Frage haben wir jedoch experimentell zu entscheiden versucht, 
ob némlich Maltose, die ja das Endprodukt der Amylolyse darstellt, 
direkt kondensierbar ist. Die Tabelle II zeigt, daB das in der Tat und 
unter denselben Bedingungen bei py = 5,3 und 37° der Fall ist. Auch 
hier gibt Pepton ex albumine einen sehr starken Ausschlag, der durch 
Trypsinverdauung sehr abgeschwicht wird, auch hier nimmt die 
Trypsinwirkung dem pepsinverdauten Hiihnereiwei8 seine Befahigung, 
mit Maltose zu reagieren, auch hier hat die freie Aminosaure, das Tyrosin, 
keine Neigung zur Verbindung mit dem Disaccharid. Wir nehmen also 
an, daB die Maltose auch in den Starkeversuchen der reagierende Zucker 
gewesen ist. Zur Klarung der einschlagigen Fragen stellen wir weitere 
Untersuchungen, z. B. auch mit anderen Kohlehydraten, in Aussicht. 


Tabelle II. 


Kondensationsversuche mit Maltose. 








Versuchsreihe iwei . Redakiontkrelt 





14 Pepsinverdautes Casein + 

- - Myosin i a 

Pepsin-trypsinverdautes HiihnereiweiS . _ 

Pepton ex albumine ++ 
Trypsinverdautes Pepton ex albumine . + (schwach) 


Experimenteller Teil. 


Als Substrat wurde eine lproz. Starkelésung (lésliche Starke von 
‘oehlmann) verwendet. Der Pankreatinextrakt wurde aus dem Priparat 
von Schering durch 15stiindiges Auslaugen mit Wasser hergestellt. Das 
efekomplement gewannen wir durch Verreiben von Bickereihefe mit 
fisserigem Toluol. Das Pepsin stammt von Kahibaum, das Pepton ex 
plbumine von Merck. 

Die EiweiBstoffe wurden stets 20 Stunden bei 37° mit Pepsin verdaut, 
lann durch Filtration oder Zentrifugieren geklart und die Pufferung auf 
a = 5,3 umgestellt. Die Eigenreduktion des Pankreatinextrakts, des 
_Palzauszugs und mancher Eiwei®lésungen ist bei den Ergebnissen abgezogen. 

Jie Pufferung erfolgte mit Pufferlésungen nach Sérensen; fiir py = 5 dienten 
‘itrat + HCl, fiir pq = 5 Phosphatgemische, in einigen Fallen auch Borat 
‘-—- HCl. Die Umstellung der Lésungen von einer Wasserstoffionenkonzen- 
-Bration auf eine andere wurde nach den Tabellen von H. Pringsheim, 
.Genin nnd R. Perewosky') sowie H. Pringsheim und A. Beiser*) vor- 
enommen. Die Titration geschah stets mit 5 ccm Lésung. 


1) Diese Zeitschr. 164, 117, und zwar 125, 1925. 
2) Ebendaselbst 172, 411, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 177. 
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1. Versuch mit Hiihnereiwei8 ohne Pepsinverdauung. 


a) 75cem Starkelésung b) 2g Pankreatin c) 2g Hiihnereiweif 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 ccm Wasser. 30 ccm Wasser. 
I. 20 ccm a, II. 20 cem a 
ae, oe 
30 ., Wasser. en 


20 ,, Wasser. 





Proz. Maltose 





Zeit mg Cu 
in Stdn. I Il I Il 
1, 94 9,1 54,3 52.4 
1, 11,4 11,3 66,0 64,9 
3 13,5 13,2 78,1 76,3 
5 13,6 13,6 75,3 74,9 
7 14,0 14,1 80,6 81,4 
24 13,6 14.0 79,9 80,6 


2. Versuch mit pepsinverdautem Hihnereiweif. 
a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, c) 2g HiihnereiweiB, 








10 ,, Puffer py = 5,3. 50 ccm Wasser. 0,5 g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2. 
30 ,, Wasser. 
I. 20 ccm a, II. 20 cem a, 
os & 10 ,, b, 
30 ., Wasser. oe * 
20 ,, Wasser. 
Sage mg Cu .§ | Pros. Maltose 
in Stdn. I I I | Tl 
1, 9,5 11,0 54,2 63,4 
Ly, 111 124 64,0 71,5 
3 13,2 14,9 76,1 87,9 
5 13,0 15,8 75,0 91,1 
7 13,3 17,1 76,8 98,6 
3. Versuch mit pepsinverdautem Eicralbumin, Blutalbumin und Serumalbumin. 
a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer pg = 5,3. 50 ccm Wasser. 
ce) 2g Eieralbumin (krist.), d) 2g Blutalbumin, 
0,5 g Pepsin, 0,5 g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2, 2cecm Puffer py = 2. 
30 ,, Wasser. 30 ,, Wasser. 
e) 20cem Serumalbumin, 
0,5g Pepsin, 


2cem Puffer py = 2, 
30 ,, Wasser. 


I. 20ccm a II. 20cem a 
. eae } a a? a 
30 ,. Wasser. 2: '@ 


20 ,, Wasser. 





Zeit 
o Ste 


sow ~ 
- 


24 





Zeit 
in Stdr 


i 
vi 
1"/, 
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. 20 cem a, IV. 20ccem a, 
mi. kh oe a 
a © . ae © 
20 ,, Wasser. 20 ,, Wasser. 





mg Cu Proz. Maltose 


I i m1 IV Tas | 2 


88 95 9,9 94 | 506 550 | 575 
99 | 122 129 120 | 576 | 2704 | 744 
120 139 46 42 693 | 799 | 845 
13,2 162 170 165 | 745 | 93,1 | 982 
135 155 49 145 | 77,7 | 891 | 862 
134 120 126 130 | 770 | 689 | 748 


4. Versuch mit pepsinverdautem Myosin und Myogen. 


a) 75ccem Starkelésung, b) 2¢ Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 ccm Wasser. 
c) 2g Myosin (nach Weber), d) 20cem'Myogen (nach Weber), 
0,5g Pepsin, 0,5 g Pepsin, 
2ccm Puffer pg = 2, 2ccm Puffer pg = 2, 
30 ., Wasser. 30 ,, Wasser. 
I. 20 ccm a, II. 20 ccm a, III. 20 ccm a, 
«6a »& oe D4 & 
30 ., Wasser. ees 2 ek 
20 ,, Wasser. 20 ., Wi 





Zeit mg Cu Proz. Maltose 


io Sid. 1 iil I 1 ea 





10,7 10,1 524 61,6 57,9 
127 | 126 57,1 73,3 72.6 
142 | 137 69,7 | 81,7 78,8 
16.9 15,6 77,7 97,1 89.8 
17.2 17.0 738 | 990 98.2 
13,0 12.5 79,6 15,2 72,2 


5. Versuch mit Hefekomplement im Vergleich zu pepsinverdautem Hihner- 
eiwei8, Eieralbumin und Myosin. 


a) 150 ccm Starkelésung, b) 4g Pankreatin, 
20 ,, Puffer py = 5,3. 100 ccm Wasser. 

ce) 10g Hefe mit d) 2 g HiihnereiweiB, 
50cem Toluol und 0,5 g Pepsin, 
50 ,, Wasser verrieben. 2 cem Puffer py = 2, 

30 =, +Wasser. 

e) 2. g Eieralbumin, f) 2 g Myosin (nach Weber), 
0,5g Pepsin, 0,5g Pepsin, 
2 ccm Puffer py = 2, 2 ccm Puffer py = 2, 
30 =, Wasser. 30 =, +Wasser. 


27* 
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I. 20 ccm a, II. 20cem a, III. 20 cem a, 
a a: om 
30 ., Wasser. od “a ae ee. 
20 ., Wasser. 20 ,, Wasser. 
IV. 20cem a, V. 20ccm a, 
10 ,., b, eras 
= e ee 
20 ,, Wasser. 20 ,, Wasser. 
Zeit mg Cu Proz. Maltose 
vrs | ay 2. we ocr TT ot er aT. — 
y= 10,1 | 99) 125 | 118 | 128 | 57,9 568 | 719 682 74) in 
1 118 11,2 133 | 146 | 150) 678 645 | 766 843 | 865 


l 

3 13,7 132 141 | 158 165 788 758) 814 | 912 949 

5 13,7. 13,7 149] 168 17,2 788 | 79.2 861 968 990 

7 138 144 134] 139 | 160 796 832 77,7 799 924 
24 13,7 172 119] 123 113 788 993) 686 728 653 


6. Versuch mit pepsinverdautem Hefekomplement. 2 
a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 cem Wasser. 


c) 5g Hefe, mit 
25eccem Toluol und 
25 ,, Wasser verrieben, dazu 
0,5 g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2. 








I. 20 cem a, II. 20 cem a, ITT. 20 cem a, 
10 ” b, 10 ” b, 10 ” b, 
30 ,, Wasser. . a * Oe & 
20 ,, Wasser. 20 ., Wasser. 
Zeit ie mg a Proz. Maltose 
in Std. ; W ml I rT TT 
1, 9,4 10,4 10,7 54,3 59,8 61.6 
1), 11,5 12,6 12,4 66,0 72,6 715 
3 13.5 15,0 15,3 78,1 86.5 88,0 
5 13,7 15.8 16,2 78.8 90,9 93,1 
7 14.0 16,5 16,9 80,6 95,3 97,1 
24 13,9 17,2 17,3 799 | 99,0 99.7 


7. Versuch mit pepsinverdautem Eieralbumin und Serumalbumin und Pepton 
ex albumine bei Anwendung von Malzauszug als Amylase. 


a) 75cem Starkelésung, b) dialysierter Malzauszug. 
10 ,, Puffer py = 5,3. 
c) 2g Eieralbumin, d) 2g Serumalbumin. 
2cem Puffer py = 2, 30 cem Wasser, 
30 ,, Wasser, 2 , Puffer py = 2, 


0,5 g Pepsin. 0,5 g Pepsin. 
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e) 2g Pepton ex albumine, 
30 cem Wasser. 

I. 20cem a, II. 20cem a, 

el lCUk Won: % 

30 ., Wasser. o's. & 
20 ,, Wasser. 

. 20ccm a, . 20 ccm a, 

ye aa, 

 ~ & «6 a" & 
20 ., Wasser. 20 .. Wasser. 





mg Cu Proz. Maltose 


Zeit fer vices ? - 
in Stdn. I Ti Il j Il Il IV 


=! 


447 502 490 
553 | 605 618 
609 698 708 
682 | 76,7 | 794 
738 834 889 
740 972 998 


7,8 8,7 8.5 
9.6 10,5 10,7 
121 12,3 

118 13,3 13,8 
14,5 15,4 

16,9 17,3 


DO I Se Ot 
—OW+1-410 


8. Versuch mit pepsinverdauter Gelatine. 


a) 75ccem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 ccm Wasser. 
c) 2g Gelatine, 
0,5g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2, 
* 30 ., Wasser. 
I. 20 ccm a, II. 20 cem a, 
Dua & eee 
30 ,, Wasser. aa & 
20 ,, Wasser. 





Zeit mg Cu Proz. Maltose 
in Stdn. = pes uma Xian Bas ae 





9,4 9,2 54,3 
143 140 82:5 
14.6 146 84.3 
14,5 144 83,6 
14.6 148 84.3 


9. Versuch mit pepsinverdautem Casein. 


a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 ccm Wasser. 
c) 2g Casein, 
0,5 g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2, 
30 ,, Wasser. 
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I, 20cm a, IT. 20cem a, 
ry 5 a ‘a, +o 
30 ., Wasser. ee 


20 ., Wasser. 





mg Cu Proz. Maltose 





_ Zeit 
in Stdn. , Il I II 
uN, 9.9 8,1 57,2 46,9 
1}/, 114 8.5 66,0 49,1 
3 14,3 9.9 82.5 57,2 
5 14,5 10,5 83,6 60,5 
7 14.6 11,1 843 63,8 
24 14,9 10,8 86,1 62,3 
10. Versuch mit pepsinverdautem Elastin. 
a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50ccm Wasser. 
ec) 2g Elastin, 
lg Pepsin, 
2cem Puffer pg = 2, 
30 ,, Wasser. 
I. 20cem a, IT. 20cem a, 
” a wa & 
30 ,, Wasser. — | & 
20 ,, Wasser. 
Zeit mg Cu Proz. Maltose 
ieee I I I ee 
sP 9,2 9,0 53,2 52,1 
14), 11,2 10,8 64,5 62,3 
3 13,7 13,9 78,8 79.9 
5 14,3 14,1 82,5 81,4 
7 14,2 14,1 81,7 81.4 
24 148 14,3 85,0 82.5 


11. Versuch mit pepsinverdauten Fibrinalbumosen. 


a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 50 cem Wasser. 


ce) 2g Fibrinalbumosen, 
0,5¢ Pepsin, 
2cem Puffer py = 2, 
30 ,, Wasser. 


I. 20ccem a, IT. 20 cem a, 
Ww. °-%& we: ' & 
30 ., Wasser. are" 


20 ,, Wasser. 


Z 
in § 


~~ OI w 


2 
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mg Cu Proz. Maltose 
I Il I I 


9.8 9.9 56,5 57,2 
10.8 10,8 62,3 62,3 
14.0 14.3 80,6 82.5 
13.9 14,0 79.9 80,6 
14,2 143 81,7 82,5 
14,2 14,4 81,7 83,4 


12. Versuch mit Pepton ex albumine und Tyrosin. 
a) 75ccm Starkelésung, b) 2g Pankreatin, 
10 ,, Puffer py-= 5,3. 50 cem Wasser. 
c) 2g Pepton, d) etwa lproz. Tyrosinlésung. 
30 cem Wasser. 
I. 20cem a, IT. 20 ccm a, ITI. 20 cem a, 
ae .. a 
30 ., Wasser. i % es § 
20 ,, Wasser. 20 ., Wasser. 





Proz. Maltose 


I m ae oT m 


9.7 _ 99 55,7 oo 56,8 
11,3 95 11,3 65,3 55,0 65,3 
13,9 9.2 14,1 80,3 53,2 81,4 
14.2 9.1 143 81,7 52,4 82.5 
143 9,0 143 825 | 506 82,5 
14.3 6,7 14,2 82.5 38,5 81,7 


18. Versuch mit pepsin-trypsinverdautem Hihnereiwei8 und trypsin- 
verdautem Pepton ex albumine. 
a) 75cem Starkelésung, b) 2g Pankreat.n, 
10 ,, Puffer py == 5,3. {0 cem Wasse. 
c) 2g HithnereiweiB, d) 2g Pepton ex albumine, 
2cem Puffer py = 2, 2cem Puffer py = 8,4, 
25 ,, Wasser, 28 ,, Wasser, 
0,5g¢ Pepsin, ' 0,65 ¢ Pankreatin. 
Pufferumstellung auf py = 8,4, 
0,65 ¢ Pankreatin. 
. 20 ccm a, IT. 20 cem a, IIT. 20 cem a, 
yo = Ca. . a 
30 ,, Wasser. . a a * 
35 ., 25 ,, Wasser. 





Proz. Maltose 


53,2 
67,8 
81,0 
82,5 
85.0 
85,0 
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14, Einwirkung von pepsinverdautem Casein und Myosin auf Maltose. 


a) 75cem etwa 1,1 proz. b) 2 g Casein, 
Maltoselésung, 0,5 g Pepsin, 
10cem Puffer py = 5,3. 2 ccm Puffer py = 2. 


30 ccm Wasser. 
c) 2g Myosin (nach Weber), 
0,5 g Pepsin, 
2cem Puffer py = 2, 
30 ,, Wasser. 











I. 20cem a, II. 20cem a, III. 20 cem a, 
40 ,, Wasser. a aes 
30 ., Wasser. 30 ., Wasser. 
Zeit mg Cu mg Maltose 
cone ER ee Re eo ee ee ee 
1 17,7 17,7 17,5 15,9 15,9 15,8 
]} 17,5 17,7 17,4 15,7 15,9 15,7 
3 = 16,9 17,0 ae 15,2 15,3 
A 17,7 16.4 16,8 15,9 148 15,1 
7 a 16,1 16,2 on - | C5 14.6 
24 17,6 15,1 15.6 15,8 13,6 14.0 
15. Einwirkung von Pepton und Tyrosin auf Maltose. 
a) 75cem Maltoselésung, b) 2g Pepton, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 30 ccm Wasser. 
c) etwa lproz. Tyrosinlésung. 
[. 20 ccm a, IT. 20 cem a, ITT. 20 cem a, 
40 ,, Wasser. ig hm a “eh 
30 .. Wasser. 30 ., Wasser. 
Zeit mg Cu mg Maltose 
oe Riso. 1 a I ll “ill 
| 
I 
1, 17,6 - 17.7 | 188 os 15,9 
1), — 11,4 17,5 — 10,2 15,7 
3 17,7 11,1 17,6 15,9 9,9 15,8 
5 — 11,0 17,5 — 9.8 15,7 
7 — 11,1 17,4 — 9,9 15,6 
24 17,7 11,1 17,5 15,9 9,9 15,7 


16. Einwirkung von pepsin-trypsinverdautem Hihnereiweif8 und trypsin- 
verdautem Pepton ex albumine auf Maltose. 


a) 75cem Maltoselésung, 
10 ,, Puffer py = 5,3. 


b) 2 g HithnereiweiB, c) 2g Pepton ex albumine, 
25ccem Wasser, 28 cem Wasser, 
2 , Puffer pz = 2, 2 , Puffer py = 8,4, 
0,5 g Pepsin, 0,65 g Pankreatin. 


Pufferumstellung auf py = 8,4, 
0,65 g Pankreatin. 
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I. 20cem a, IT. 20 cem a, IIT. 20 cem a, 
40 ,, Wasser. 10 ,, b, i. 
30 ,, Wasser. 30 ,, Wasser. 





mg Maltose 


il ll il 


iT 


1 

4 
I*\s 
3 


5 


13.8 15.8 12.4 
13.6 16,0 12.2 
13.3 15.9 12.0 
12.9 15.9 11.6 
12.5 15.8 11,2 
12.0 16,0 10.8 


>AawYS 


_ 


7 ae 
24 7, 


~ 


ee 
J <3 «3 «3 «3 «J 
~I 


Aus unseren Versuchen, besonders aus denjenigen mit Maltose, 
geht auf das deutlichste hervor, daB die Zucker-EiweiBkondensation 
nicht etwa auf eine Reaktion zwischen dem ausgeschiedenen Kupfer- 
oxydul und den EiweiBabbauprodukten zuriickgefiihrt werden kann. 
Denn hier war das Kupfer immer die gleiche Kochzeit mit dem 
EiweiB in Beriihrung. 


Herrn Prof. Rona, dem Vorsteher der Chemischen Abteilung des 
Pathologischen Instituts, wie auch den Herren Dr. Nicolai und 
Dr. Weber danken wir fiir die Darstellung und Uberlassung einiger 
EiweiBpraparate. 











Zur Frage des Lichttreibens. 


Ve mm 
Anneliese Niethammer. 


(Mitteilurg aus dem elektrotechnischen Institut der Deutschen Technischer 
Hochschule Prag.) 


(Eingegangen am 19. August 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. 

Bei der groBen Bedeutung, die dem Lichte im Haushalt der Natu 
zukommt, nimmt es wunder, daB bei dem Studium des Ruheproblems 
der Winterknospen der LichteinfluB so wenig beriicksicht wurde. 

Im Jahre 1914 hat Klebs*) gezeigt, daB die in hartnackiger Winterrul 
trotzenden Knospen der Buche durch Einbringung in den kontinuierliche: 
Lichtraum jederzeit zur Entfaltung gebracht werden kénnen. Dieser Befund 
war um so interessanter, als es bis dahin ganz urméglich war, durch dik 
anderen Treibmittel Buchenknospen zur Entwicklurg zu bringen. Ei 
ahnliches Verhalten wird fiir Carpinus angegeben. Uber die anderen Holz. 
gewiichse wird nichts berichtet. Nach den Klebschen Untersuchurgen wa: 
es nicht unwahrscheinlich, daB andere Knospen ein analoges Verhalte: 
zeigen. Da®B dies tatsachlich der Fall ist, konnte Verfasserin vor kurzen 
bestatigen. Klebs ging von seinen Versuchen, trotzdem sie nur die Licht 
empfindlichkeit von Carpinus und Fagus bestitigten, gleich eimen Schritt 
weiter und diskutiert den Gedanken, daB der Lichtmargel bei Zustande- 
kommen der Ruhe von Bedeutung sei. Im Jahre 1916 erbringt Weber *) de: 
Nachweis, daB8 die Buchenknospen auch durch Acetylendimpfe getriebe: 
werden kénnen und tritt bei dieser Gelegenheit entschieden gegen die Kilebs- 
sche Ansicht von der Bedeutung des Lichts bei Zustandekommen und Aut 
héren der Ruheperiode ein. 

Merkwiirdigerweise schien damit die ganze Angelegenheit beendigt 
Uber den Lichteinflu8 auf ruhende Knospen wurde nicht weiter gearbeitet, 
man beschrinkte sich damit, anzugeben, da®B Licht fiir Buchen ein Friil 
treibemittel ist, ohne jemals weiter zu forschen. Auch bei der Anwendung 
der verschiedenen Treibmittel kiimmerte man sich nie um den LichteinfluS 


In einer im Jahre 1925 erschienenen Abhandlung*) konnte Ver- 
fasserin bereits zeigen, daB die Lichtempfindlichkeit ruhender Knospen 
verbreiteter ist, als es die spirlichen einschligigen Veréffentlichungen 
vermuten lieBen. Uber die Literatur bis 1925 ist dort ausfiihrlich 


1) G. Klebs, Abhandlung der Akademie der Wiss., Heidelberg. Naturw 


math. Kl. 1914. 
2) F. Weber, Ber. d. deutsch. Bot. Ges. 34, 7, 1916. 


3) Anneliese Niethammer, diese Zeitschr. 138, 278, 1925. 
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berichtet. Aus dem Jahre 1926 ist die Arbeit von Jacobi!) zu erwahnen, 
in der unter anderem berichtet wird, daB die Knospen von Syringa 
vulgaris durch kontinuierliche Verdunkelung am Austreiben verhindert 
werden. Bemerkenswert ist, daB die Praxis den giinstigen EinfluB des 
Lichtes bereits kennt und in Amerika sich beispielsweise bei der Treiberei 


der verschiedensten Bliitenpflanzen im Winter zunutze macht. 

Meine im Jahre 1925 veréffentlichten Untersuchungen iiber das 
Lichttreiben bedurften vielfach noch einer Erweiterung, die nun durch 
die im Winter 1925 und 1926 ausgefiihrten Versuche erbracht werden 
kann. 

Zunichst muBbte ganz allgemein das Verhalten méglichst  ver- 
schiedener Gewichse im elektrischen Lichtraum studiert werden, wm 
m priifen, ob die Lichtempfindlichkeit allgemein ist und ob sie sich 
bei allen Knospen in gleichem Grade nachweisen |aBt. Interessant ist 
es auch, festzustellen, ob sich vielleicht eine Analogie zu den Licht- und 
Dunkelkeimern der Samen erbringen ]aBt. Ferner wurde der Licht- 
einfluB auf warm gebadete Knospen studiert. 

In zweiter Linie war dann die Méglichkeit der Verstarkung dieser 
natiirlichen Lichtempfindlichkeit zu beriicksichtigen. DaB dies durch 
fluoreszierende Farbstoffe und gewisse Metallsalze, die als Lichthatalysa- 
toren bekannt sind, méglich ist, konnte bereits friiher gezeigt werden 
(l.ec.). Es lag nahe, zwei natiirlich im Pflanzenreich vorkommende 
fluoreszierende Farbstoffe, von denen besonders dem einen fundamentale 
Bedeutung zukommt, zu priifen. Es ist das das Chlorophyll! und das 
Asculin. Von metallischen Lichtkatalysatoren war die Priifung des 
Mangans, das von Neuberg*) auch unter diese Klasse gezihlt wird, 
ausstandig. Ferner wurde noch die Eisenwirkung, die méglicherweise 
bei der friihtreibenden Wirkung Knopscher Nihrlésung eine Rolle 
spielt, naher ins Auge gefaft. 

Die hier mitgeteilten Versuche wurden zum groBen Teile im elektro 
technischen Institut der Prager Deutschen Technischen Hochschule aus- 
gefiihrt, und bin ich dem Vorstande dieses Instituts, Professor Dr. F’. Nict- 
hammer, fiir die Erlaubnis zur Durchfiihrurng der umfargreichen Versuchs- 
serien zu groBem Danke verpflichtet. 


Il, Methodik. 

Als Versuchsmaterial dienten, wie friiher, abgeschnittere Zweige in 
einer Large von 60cm; friihere Erfahrurgen hatten bereits gelehrt, daB 
langere Zweige keinen Vortei] bieten. Die Zah!] der Zweige fiir den einzelnen 
Versuch schwarkte, jedenfalls ist es gut, mit reichlichem Material zu arbeiter , 
da sich die Zweige und Knospen selbst eimes Irdividuums oft sehr ver- 
schieden verhalten. Leider verbot der beschrankte Raum die Anwendung 


1) Helene Jacobi, Osterr. Zeitschr. f. Bot. 75, 29, 1926. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305; 17, 270; 27, 271; 29, 279; 39 
153,; 44, 495. 
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von zu groBen Versuchsserien, so daB je nach der GréBe des Versuchs vier 
bis 10 Zweige pro Parallelversuch verwendet wurden. Jedenfalls wurden 
nur Zweige eines Versuchsobjekts zu einem Versuch herangezogen. Zum 
Treiben wurden die Zweige in Glaser mit Leitungswasser eingestellt. Fiir 
die Treibversuche im elektrischen Lichtraum diente abermals eine gewdhn- 
liche Holzkiste von 1,2m Hdhe, auf die oben der Dockel lose aufgelegt 
wurde. In der Mitte des Dackels war eine kreisférmige Offnung, durch die 
die elektrische Gliihbirne (Halbwatt Nitra 300 HK mittlerer spharischer 
Intensitaét) zur Halfte eingefiihrt wurde. De Beleuchtungsintensitaét im 
Bereiche der obersten Knospen kam etwa 5000 Lux gleich, was schwachem 
Sonnenschein in der Natur entspricht. Die Ianenwaénde der Kiste wurden 
mit Leinwandlappen ausgespannt, die taglich gut befeuchtet wurden, um 
den Treibraum einigermaBen feucht zu halten. Dor Boden war mit Siage- 
spénen ausgefiillt, die gleichfalls taglich befeuchtet wurden. Trotzdem muBt 
im Kulturraum ein steter Kampf gegen Trockenheit gefiihrt werden, der 
durch tagliches reichliches Spritzen der Pilanzen einigermaBen erleichtert 
wurde. Die Temperatur in der Kiste im Umkreis der Knospen schwankt 
zwischen 22 und 28°C. Am Boden der Kiste war die Temperatur stets um 
etwa 2° niedriger. Die Abdunklung im Lichtraum fiir die verdunkelten 
Serien erfolgte durch Blechzylinder. 

Der zweite Teil der Versuche wurde im Gewachshaus des pflanzen- 
physiologischen Instituts angeordnet. De Zweige wurden dicht an die 
Glasfenster des Gewichshauses (Westseite) gestellt, um ihnen von dem 
spérlichen Winterlicht méglichst viel zukommen zu lassen. 

Die Temperatur daselbst schwankte zwischen 17 und 24°. 


Ill. Versuche. 


11. Allgemeines iiver die Lichtempfindlichkxit ruhender Knospz2n. 


‘Die hier mitgeteilten Ausziige der Versuchsprotokolle lassen erkennen, 
daB alle hier gepriiften Gewachse wahrend ihrer winterlichen Ruhezeit 
lichtempfindlich sind. Der Grad dieser Lichtempfindlichkeit ist allerdings 
sehr verschieden. Der Zeitpunkt oder besser das Stadium der Ruheperiod: 
spielt wie bei allen Treibverfahren auch hier eine Rolle. In der tiefster 
Ruhe ist es unméglich, die unbelichteten Knospen zur Entfaltung zu bringen. 
im Stadium der ausklingenden Ruhe wird es immer leichter, die Danke! 
versuche zum Treiben zu bringen. Bei dieser Gelegenheit darf nicht un 
erwaéhnt bleiben, daB der Rhythmus der Ruheperiode natiirlich unverander 
ist, daB aber der genaue Zeitpunkt des Eintretens und Ausklingens der 
Ruheperiode sehr verschieden ist, je nach dem Jahr. 


Auszug des Versuchsprotokolls. 


Innerhalb der gewahliten Versuchszeiten kamen im Dunkeln iiber 
haupt nicht zur Entwicklung: Fagus silvatica (D2zember/Januar), Tilia 
parvifloris (Dezember/Januar), Coryllus, B'att und Bliite (November /D 
zember), Acer plat. (Dezember/Januar), Juglans regia (Januar/Februar 
Betula verrucosa (Oktober/November) Blatt und Bliite. Im Lichtraun 
gelang es, in der gleichen Zeit Blatt- bzw. Bliitenbildung zu erzielen. 

Besonders iiberraschend war der EinfluB des Lichtes auf die Knosper 
von Acer plat., die bekanntlich im D>zember noch in tiefer Ruhe verharre! 
und im Lichtraum nach 10 Tagen bereits die Entwicklung begannen. 

Weder Licht noch D kel trieben die Knospen von Fraxinus aus. 
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Innerhalb der Versuchszeit zeigten gelegentlich im Dunkeln ein leichtes 
Austreiben: Syringa vulgaris, Cornus sanguinea, Aesculus hypocastanum 
und Forsythia susp. 


In derfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse systematisch zusammengefaBt. 





Versuchspflanze 


Aesculus hypoc. 


Magnolie 


Fagus silv. 
Carpinus 
Acer plat. . 
Tilia parv. 
Coryllus. 
Juglans regia 


Syringa vulg. 
Syringa . 
Forsythia s. . 


Cornus sang. 
Betula ver. 


Versuchs- 


beginn 


4. XI. 


Versuchs: 


ende 


8. 


g 


Entwicklungsveriauf 
im Licht 


22. XII. Blatter 
entfaltet 


19. X. zwei Bliiten 
entfaltet; 22. X. 
2 weitere entfaltet 
21. I. Blatter 
29. XIT. 
3. ake  « 
2 % " 
ea a 
15. Il. 50 Proz. der 
Zweige Blatter 
4.X. Blatter (s. Abb.1) 
21. X. Entfaltung 
18. X. 


_ 


18. X. Blattchen 
BR aa. 


21. X. Bliiten ver- 
staubt 


Entwicklungsverlauf 
im Dunkeln 


1. I. eine Knospe 
angetrieben 
8.1. unveradndert 
Keine Entwicklung 


4,.X. angetrieben 

Keine Entwicklung 

18. X. angetrieben, 
lange /Triebe 

2. XI. keineVerand. 
18. X. Treiben 

Keine Entwicklung 
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Zu der Tabelle ist im einzelnen noch zu bemerken, daB die Blatter von 
Coryllus mit keinem anderen Treibmittel aus der Ruhe erweckt werden 
konnten, erst durch kontinuierliche Belichtung gelang es, a&hnlich wie bei 
der Buche die Ruhe zu brechen. Acer, Tilia und Fagus sind um die hier 
angegebene Zeit mit den bekannten Treibmitteln auch nicht leicht aus der 
Ruhe zu bringen. Gerade bei diesen schwer treibbaren Gewachsen macht 
sich der Lichteinflu8 besonders geltend, da im Dunkeln jede Spur von 
Entwicklung unterbleibt. Die Versuche mit Magnolien zeigen, daB dix 
Bliiten dieser Pflanze sehr leicht zur vollen Entwicklung gebracht werden 
kénnen, das gleiche gilt von den Birkenknospen. Je leichter treibbar dix 
Pflanzen sind, wie Flieder, Forsythia, Kastanie und Cornus, um so leichter 
ist auch im Dunkeln eine geringe Entwicklung zu erzielen, die aber nic 
weiter fortschreitet. 

Auf Grund dieser Erfahrungen ist man berechtigt, die Ergebnisse 
wie folgt zusammenzufassen : 

Je ,,schwerer“ treibbar die Pflanze an und fiir sich, um so staérker der 
LichteinfluB, je leichter treibbar, um so schwacher der LichteinfluB. 

In allen hier angefiihrten Fallen waren die Pflanzen wahrend der ganzen 
Versuchszeit ununterbrochen im elektrischen Lichtraum. 


Priifung des Einflusses einer Vorbelichtung bei nachtraglicher 
Verdunklung. 
Syringa vulgaris. 

Je Parallelversuch wurden fiinf Zweige genommen. Partie a) bleibt 
stets am Lichte, Partie b) wird 72 Stunden dem Lichte ausgesetzt und dann 
verdunkelt, Partie c) wird die ganze Zeit verdunkelt gehalten, Partie d) wird 
3 Tage verdunkelt und dann dem Lichte ausgesetzt. 

Ergebnisse: Beginn 8. Oktober; 21. Oktober a) und d) Entfaltung, 
c) und b) unverandert. 

Eine Wiederholung des Versuchs bringt dasselbe Ergebnis, namlich, 
daB nur die kontinuierliche Beleuchtung die friihtreibende Wirkung ausldést. 


Aesculus hypocastanum. 

Die Versuchsanordnung ist wie oben. Auch hier wirkt nur die kon- 
tinuierliche Beleuchtung friihtreiberd. 

Im Gegensatz zu den Lichtsamen, wo beispielsweise nach Lehmann 
bei Lythrium salicaria!) schon wenige Minuten, sogar Sekunden Beleuchtung 
bei nachtréglicher Verdunklung die Keimung ermdglichen, ist bei den 
Winterknospen zur Einleitung der Treibvorgéinge kontinuierliche Be- 
leuchtung nétig. Der Grad der Lichtempfindlichkeit bei Winterknospen 
ist verschieden ausgepraégt, in dieser Hinsicht ist also ein Ubergang zu 
Dunkel- und Lichtsamen zu finden. 


LichteinfluB bei einem bekannten Treibmittel, wie es das 
Warmbad ist. 
DaB auch bei dem Warmbad der Lichteinflu8 nicht ganz bedeutungslos 
ist, wird schon von Molisch erwahnt?). Ein Versuch mit Syringa vulgaris 
spricht auch hier deutlich fiir den Einflu8 des Lichtes. 


1) E. Lehmann, Ber. d. deutsch. Bot. Ges. 36, 157, 1918. 
2) Hans Molisch, Sitzungsber. d. Wien. Akad. math.-naturw. KI. 
171, 1908; 118, 1909. 
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Vier Biindel von Fliederzweigen wurden 9 Stunden in Wasser von 32° 
warm gebadet und dann je zu einem Teil im Gewachshaus licht und dunkel 
und zum anderen Teil in der elektrisch beleuchteten Kiste licht und dunkel 
gum Treiben gestellt. 

Versuchsbeginn: 10. Oktiober. 27. Oktober im Lichtraum voll ent- 
faltet, dunkel, treibt sehr gut. Siehe Abb. 2. 


Abb. 2. 


Im Glashaus bei normaler Belichtung Entfaltung am 5. November, 
auch hier im Licht besser entwickelt, aber im elektrischen Lichtraum ist 
der Unterschied viel ausgepragter. Vor allem wird durch die kiinstliche 
Beleuchtung die Entwicklung der Bliitenstande begiinstigt, wie es auch aus 
der Abbildung hervorzeht. 

Im Anschlu8 an diese Versuche, die sich allgemein mit der Licht- 
empfindlichkeit ruhender Knospen beschaftigten, soll auf den Einflu8 der 
beiden in der Natur verbreiteten Lichtkatalysatoren eingegangen werden. 


2. Versuche mit Asculinlésungen. (Stets im elektrischen Lichtraum.) 


Asculin kommt in der Natur als Begleiter der Kastanie vor und ist 
durch seine blaéuliche Fluoreszenz bekannt. Es aéuBert nach Neuberg und 
Mitarbeitern gleich anderen fluoreszierenden Farbstoffen verschiedene, den 
Metallsalzen vergleichbare, durch chemische Reaktionen nachweisbare 
photokatalytische Effekte’). Hier gelangte stets ein Original-Merck-Asculin 
zur Anwendung. Die Farbstofflésung wurde teils mit einer kleinen Rekord- 
spritze in die Knospen eingespritzt, teils wurden die Zweige in den Lésungen 


1) C. Neuberg und Galambos, diese Zeitschr. 61, 315, 1914; C. Neuberg 
und EF. Schwenk. ebendaselbst 71, 219. 1915. 
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im dunkeln Raume gebadet. Das Bad erfolgte in groBen Glaszylindern und 
bei Zimmertemperatur. 
Die Versuchsergebnisse sind der Ubersicht halber in einer Tabelle 





vereinigt. 
Versuchsobjekt: Syringa vulgaris. 
Nr Art der Versuchs- Entwicklungsverlauf im Entwicklungsverlauf im 
*™* |Einbringung _begina Licht Junkeln 
? [ Asculin 1 : 10000 Wasser Asculin 1:10000| Wasser 
1 Injektion 2. X. 18. X. treibt unverandert unverandert 


2. X. Entfal- 
tung, vor allem 
der Bliiten 


Asculin : 2,000 


treibt gut 


Wasser 


Asculin 1:2000 Wasser 


2 . Bad. 13. XI. Kein nennenswerter Unter- Keine Entwickl. 
oe schied in der Entwicklung, nur 
entfernt die Bliitenstandsentwicklung 


3 Injektion 5, XI. 


wird begiinstigt 
Asculin 1: 10000 Wasser 
19. XT. treibtgut 1 Knospe treibt 
3. XII. Entfalt. treibt gut 


Asculin 1: 10000 | Wasser 
Keine Entwickl. 


Asculin 1 : 5000 Wasser Asculin 1: 5000 Wasser 
4 “ 7.XI, 27. XI. Entfalt. treibt 1 Knospe _ nichts 
angetrieben 
Asculin 1 : 5000 Wasser Asculin 1:5000 Wasser 
5 a 19. XI. 29. XI. spreizt nichts nichts 
3. XII. treibt | 1 Knospe treibt > 


6. XII. Entfalt. 1 Knospe treibt, 
sonst Ruhe 


Asculinlésungen 1; 5000 und 1: 10000 in die Knospen von Syringa im 
Monat November injiziert, iiben einen friihtreibenden EinfluB aus, die 
Vorspriinge sind nicht groB, aber deutlich sichtbar. Die Vorspriinge treten 
nur bei den belichteten Serien auf. Bei den Badeversuchen ist der Einflu8 
des Asculins sehr bescheiden, wahrscheinlich wurde nicht die giinstigste 
Konzentration gewahlt. Die Wirkungsweise des Asculins kann also der der 
friiher gepriiften Lichtkatalysatoren wie Eosin, Methylenblau und Ferri- 
sulfat an die Seite gestellt werden (I. c.). 


3. Uber den EinfluB verschiedener Chlorophyllésungen. 


Nachdem es bekannt war, daB die verschiedenen fluoreszierenden 
Farbstoffe, wie Eosin und Methylenblau die natiirliche Lichtempfindlichkeit 
der Winterknospen verstaérken und entwicklungsbeschleunigend wirken, lag 
es nahe, den bekanntesten natiirlichen fluoreszierenden Farbstoff aus dem 
Pflanzenreich zu Anologieversuchen heranzuziehen. Chlorophyll wurde 
wiederholt mit den bekannten fluoreszierenden Farbstoffen verglichen, um 
auf diese Weise seine Wirkungsweise im intakten Chloroplasten, wo es den 

Intersuchungen von Stern!) zufolge auch fluoresziert, aufzuhellen. Tat- 
sachlich ist es Noack*) gelungen, in vitro eine weitgehende Ubereinstimmung 
zwischen Chlorophyllausziigen und den bekannten fluoreszierenden Farb- 
stoffen, wie z. B. Eosin, zu finden. Da8B Chlorophyll die typischen photc- 


1) K. Stern, Zeitschr. f. Bot. 18, 193, 1921. 
2) K. Noak, ebendaselbst 17, 481, 1925. 
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dynamischen Erscheinungen im Sinne TJappeiners') auslést, ist schon 
friiher von Hausmann ®*) festgestellt worden. Nach dem Gesagten erscheint 
es nicht unwahrscheinlich, auch in unserem Falle eine iibereinstimmende 
Wirkurg zu finden. 

Die Chlorophyllextrakte wurden aus dem getrockneten Mehl von Brenn- 
nesselblattern hergestellt, und zwar wurde wie folgt vorgegangen : 10g Brenn- 
nesselpulver wurden mit 200cem 96proz. Alkoholextrahiert, von dieserintensiv 
kirschrot fluoreszierer den Lésur g wurden 10ccm mit 90cem Wasser verdiinnt. 

Da nach Jesenko*) Alkohol selbst friihtreibend wirkt, muBten als 
Kontrollen in unserem Falle nicht nur Wasser, sondern auch Alkohol heran- 
gezogen werden. 1- bis l0proz. Dosen wirken nach Jesenkos Angaben 
giinstig. Héhere Gaben haben bald letale Wirkung. Wir wahlten etwa 
10proz. Alkohol, indem wir von unserem Alkohol (etwa 96 proz.) 10 ccm mit 
90 ccm destilliertem Wasser verdiinnten. Analog wurden 10cem der 
Chlorophyllésung, die in konzentriertem Alkohol hergestellt wurde, mit 
90 cem Wasser versetzt. 

Versuchsergebnisse. Syringa vulgaris, Stets im elektrischen Lichtraum. 
Versuchsbeginn 24. Oktober. Art der Einbrirngung: Injektion. 

Sechs Partien von Zweigen. a) wird mit destilliertem Wasser injiziert ; 
b) mit Alkohol und c) mit der Chiorophyllésung; d), e) und f), wie a), b) 
und ¢). 

a), b), ¢) werden in den elektrischen Lichtraum gestellt, d), e) und f) 
werden verdunkelt. 

2. November. Chlorophyll licht, c) Entfaltung, a) und b) treiben, 
wobei b) besser ist als a). d) und e) ganz schwach angetrieben, d) eine 


Bliitenknospe angetrieben (s. Abb. 3). 





Abb. 3. 


') H. v. Tappeiner, Ergebn. d. Physiol. Asher und Spiro 8, 698, 1909 
2) W. Hausmann, Jahrb. f. wiss. Bot. 46, 599, 1909. 
3) Jesenko, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 273, 1911. 
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Am Il. und 19. November wird dieser Versuch wiederholt, bei der 
Lichtreihe ist das Ergebnis dasselbe, in der Dunkelreihe ist es insofern 
anders, als iiberhaupt keine Entwicklung eintritt. 


Tilia parvifloris. 

Versuchsbeginn am 7. November. Elektrischer Lichtraum. Abermals 
sechs Partien von Zweigen, die Anordnung ist wie bei Syringa vulgaris. 

24. Dezember. Wasser eine Knospe treibt. Alkohol dasselbe. Chloro- 
phyll drei Terminalknospen treiben. Im Dunkeln allgemein keine Ent- 
wicklung. 

28. Dezember. Wasser an der Entfaltung. Alkohol dasselbe. Chlorophy!! 
Blattchen. Im Dunkeln keinerlei Entwicklung. 


Lonicera. 


Art der Einbringung: Bad. Gewachshaus. Versuchsbeginn: 21. No- 
vember. Die Versuchsanordnung ist wieder dieselbe wie bei Syringa. 

2. Dezember. Wasser nichts. Alkoho] treibt. Chlorophyll treibt sehr 
gut. Im Dunkeln keinerlei Entwicklung. 

4. Dezember. Wasser Entfaltung. Alkohol dasselbe. Chlorophyll 
Blattchen. Im Dunkeln keinerlei Entwicklung. 

Dieser kleine Versuch zeigt uns erstens, daB auch dem schwachen 
Lichte im Gewachshaus eine Bedeutung zukommt, da die Abdunklung der 
Zweige die Entwicklung ginzlich unterband. Ferner kénnen wir beobachten, 
daB auch bei geringen Lichtintensitaten der EinfluB des Chlorophylls, wenn 
auch nur schwach, aber doch deutlich zutage tritt. 

Diese drei Versuche, die alle zeigen, da8 durch geringe Chlorophyll- 
gaben, die Entwicklung im Lichte beschleunigt wird, sind alle mit einem 
ungereinigten Rohchlorophyll ausgefiihrt, und es kann der Einwand erhoben 
werden, daB irgendwelche Begleitstoffe fiir den Treiberfolg verantwort- 
lich sind. 

* Der Giite von Herrn Professor Dr. Boresch, Tetschen-Liebwerd, verdankte 
ich eine kleine Menge reines Chlorophyll, das nach Wéillstdtters Vorschriften 
hergestellt wurde. Von diesem Praéparat stellte ich mir eine Chlorophyll- 
lésung 1: 10000 in etwa 10proz. Alkohol her. 


Syringa vulgaris. 
Versuchsbeginn: 17. Dezember. Injektion. Elektrischer Lichtraum. 


24. Dezember. Chlorophyll Biétter. Alkohol beginnt die Entfaltung. 
Wasser treibt gut. Im Dunkeln keine Entwicklung. 


Tilia parvifloris. 
Versuchsbeginn: 9. Dezember. Injektion. Elektrischer Lichtraum. 
24. Dezember. Chlorophyll: einzelne Terminalknospen treiben. Wasser 
nichts. Alkohol nichts. 
28. Dezember. Chlorophyll: viele Knospen treiben, zwei Terminal- 
knospen, Blatter. Wasser: eine Knospe, ein Blatt, sonst Ruhe. Alkohol: 
nichts. 
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7. Januar. C lorophyll: Blatter. Alkohol nichts. Wasser ein Blatt, 
o1st Ruhe. Im Dinkeln keine Entwicklung. 


Acer platanoides. 

Voersuchsdauer vom 9. bis 28. Dezember. 28. Dezember alles Blattchen. 
Dirch die C1 orophyllinjektion wurde hier kein Vorsprung in der Ent- 
wicklung erzielt. 

Fagus silvatica. 

Versuchsbeginn: 18. D>zember. Bad. Elektrischer Lichtraum. 

14. Januar. Chlorophyll: Blatter. Alkohol nichts. Wasser nichts. 
Im D nkeln keine Entwicklung. 

17. Januar. Alkohol beginnt zu treiben. Wasser nichts. 

Auch die Versuche mit reinem Chlorophyll lassen die den Treib- 
erfolg begiinstigende Wirkung erkennen. Am starksten ist dies bei der Buche 
zu sehen. Weniger stark, aber dennoch deutlich ist die Stimulation bei 
Syringa und Tilia zu sehen. Nur bei Acer war kein EinfluB zu verzeichnen. 

D ese wenigen Versuche geniigten uns aber vorlaufig, denn sie zeigen, 
daB durch Cilorophyllésungen die natiirliche Lichtempfindlichkeit der 
Winterknospen, ebenso wie durch die bekannten fluoreszierenden Farb- 
stoffe, verstarkt werden kann. Bei den reinen Chlorophyllésungen wurde 
stets die Konzentration 1: 10000 angewendet, dieselbe Konzentrationsstufe 
erwies sich auch bei den friiheren Treibversuchen als optimal (I. c.). 

D'ese Untersuchungen bieten einen neuen Beweis dafiir, daB in vitro 
die Wirkungsweise bekannter fluoreszierender Farbstoffe und eines alko- 
holischen Chlorophyllauszugs dieselbe ist. 


4. Der EinfluB von Manganosalzen. 

Bersits von Popoff') wird iiber einen friihtreibenden “influB der 
Mangansalze berichtet. Auf die Eigentiimlichkeit des Mangans als schwacher 
L'chtkatalysator hat er aber dabei nicht geachtet. Uns kam es darauf an, 
bai der friihtreibenden Wirkung des Mangans vor allem auch das Verhalten 
in Licht und Dunkel zu studieren. 

D'» Manganoverbindungen wurden stets als Original-Merck-Praparat 
verwendet, und die Einbringung in die Knospen erfolgte mittels Injektion 
und Bad. De meisten Versuche wurden aus Raummangel im elektrischen 
Lichtraum ins Glashaus verlegt. 


Syringa vulgaris. 


A. Art der Einbringung: Bad. 





Versuchs- Versuchss Konz. Dauer 5 Eden 3 - Entwicklung im 
beginn schluB Proz. Stdn. Entwicklung im Licht Dunkeln 


28.TX. 18.XI. 0,5 6 Entwickeln sich ziemlich Keine Ent- 
Knospen gleich. Blattentwicklungist wicklung 
a in beiden Fallen nicht zu 

erzielen 


1) Popoff, Biol. Centralbl. 48, 1923. 
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Versuchs- Versuchs- Konz. Dauer Entwicklung im 


Nr. beginn schluB te Stdn. Entwicklung im Licht Pietiecin 
Wasser Mangansulfat 
2 || 28.1%. 21. X. 05 13. 26. LX. nichts treibt 
Knospen 28. IX. 3 Seiten- fast alle Kn. 
om knospen be- treiben 
ginnen 
6. X. treibt sehr Blattchen 
gut 
8. X. Seitenkn. alle Termi- 
Blatter. Termi- nalknospen 
nalunveraindert Blatter 
in Ruhe 
21, X. Terminal- 
knospen immer 
noch in Ruhe 
3 28. IX. | 30, XI. 2 16 15, X. nichts treibt 
28. XI. nichts — entfaltetsich 
30. XI. unver- unverandert Nichts 
andert 


Bei Versuchsbeginn im September gliickt es, bei entsprechender Ein- 
wirkungszeit mit 2proz. Manganosulfatlésungen die Knospen zu friitherem 
Austreiben zu bringen. 0,5proz. Lésungen wirken bereits schwicher. Im 
Dunkeln unterbleibt die Entwicklung vdllig. 

Im November und Dezember ist die Einwirkung \%proz. Lésungen 
ganz unscheinbar. Im Dunkeln unterbleibt aber auch hier bei Wasser- und 
Manganpflanzen die Entwicklung. 


B. Art der Einbringung: Injektion. 


Versuchsbeginn: 1. Dezember. Konzentration 4 proz. Manganosulfat- 
und Chlorid. 

7. Dezember. _ Sulfat beginnt. Chlorid und Wasser in Ruhe. 

9. Dezember. Sulfat beginnt die Entfaltung. Wasser treibt gut. Chlorid 
in Ruhe. 

16. Dezember. Sulfat: Blatter. Wasser beginnt die Entfaltung. Chlorid 
treibt gut, aber sichtlich zuriick. 

Am 16. Dezember treiben im Dunkeln von den Wasserkontrollen 
vereinzelte Knospen; bei den Manganpflanzen treibt je eine Pflarze. 

Die 4proz. Injektion von Marganosulfat iibt im Dezember einen 
schwachen, aber deutlichen Einflu8 aus, Marganchlorid der gleichen Kon- 
zentration hemmt die Entwicklurg zunichst. 

Zusammenfassend kann man den Versuchen an Syrirga entnehmen, 
daB Margan auch einen Friihtreiberfolg auslést, vorausgesetzt, daB die 
richtige Konzentration und Verbindurg gewahlt wird. Der Erfolg ist auch 
hier nur am Lichte zu sehen, trotzdem rur das schwache Glashauslicht in 
Frage kam. Die Wirkung ist also den friiher besprochenen (1. c.) metallischen 
Lichtkatalysatoren an die Seite zu stellen. 

Im Anschlu8 sind noch zwei Versuche im elektrischen Lichtraum zu 
besprechen, der Unterschied zwischen Wasser- und Marganpflanzen ist hier 
viel gréBer als bei den Versuchen im Treibhaus bei normaler Beleuchtung. 
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1. Injektion der Knospen von Syringa vulgaris. 

Versuchsbeginn: 8. Oktober. Mangansulfat und Manganchlorid je 
2proz. 

11. Oktober. Manganchlorid treibt, Wasser und Sulfat in Ruhe. 

12. Oktober. Sulfat beginnt zu treiben, sonst unverandert. 

22. Oktober. Mangansulfat geht an die Entfaltung, anderes wie friiher. 

23. Oktober. Wasser treibt auch, sonst gleich. 

29. Oktober. Chlorid geht auch an die Entfaltung, desgleichen Wasser. 

2. November. Der Unterschied hat sich bereits verwischt, alle drei 
sind gleich entwickelt. 

Im Dunkeln unterbleibt in der Versuchszeit die Entwicklung. 


2. Badeversuch in Mangansulfat. 

Versuchsbeginn: 13. Oktober. Konzentration: 5proz. Dauer : 
15 Stunden. 

20. Oktober. Mangansulfat treibt, Wasser in Ruhe. 

2. November. Mangansulfat licht, geht an die Entfaltung, Wasser 
treibt gut. 

Im Dunklen tritt in gleicher Zeit keine Entwicklung auf. 

Auch eine ganze Reihe anderer Gewachse ]4B8t sich durch Mangansalze 
treiben ; der EinfluB8 ist meistens schwach, aber doch erkennbar. Gelegentlich 
treiben bei den Kontrollpflanzen unten an den Schnittflachen die Knospen 
zeitig aus, wogegen die Terminalknospen in Ruhe verharren, wahrscheinlich 
ist der Wundreiz in der Nahe der Schnittflachen fiir dieses Treiben ver- 
antwortlich. Es wird im folgenden immer angefiihrt, ob Terminal- oder 
Seitenknospen treiben. 

l. Salix. 

Versuchsbeginn: 29. September, Bad in Y%4proz. Lésungen. Dauer: 
15 Stunden. 

8. Oktober. Mangan: Terminalknospen treiben. 

15. Oktober. Mangan treibt; ah den Schnittflicheh unten treiben 
auch einzelne Wasserkontrollen. Terminalknospen in Ruhe. 


2. Quercus pedunculata. 


Versuchsbeginn : 28. September. 14stiindiges Bad in 0,5proz. Lésungen. 

21. Oktober. Mangan: Terminalknospen treiben. 

24. Oktober. Mangan: Terminalknospen sehr gut treiben, Wasser- 
kontrollen: an den Schnittflachen einige Knospen treiben. 
‘@ 27. Oktober. Mangan: alle Terminal- und Seitenknospen treiben, 
Wasserkontrollen: nur vereinzelte Seitenknospen. 


3. Populus. 

Versuchsbeginn : 22. September. 14stiindiges Bad in 0,5 proz. Lésungen. 

27. Oktober. Mangan treibt leicht. 

3. Oktober. Ein Teil der Zweige bei Mangan entfaltet, Kontrolle 
nichts. 

Birken, die im September in 0,5 proz. Lésungen von MnS0O,14 Stunden 
gebadet wurden, konnten bis Dezember, dann wurde der Versuch abgebrochen, 
nicht zum Austreiben gebracht werden. Wahrscheinlich war der Lichtmangel 
im Glashaus daran schuld, denn im Lichtraum konnten die Birkenknospen 
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in kurzer Zeit zur Entfaltung gebracht werden. Die Knospen von der ge- 
wohnlichen Heckenrrose, die am 18. November 14 Sturden in 5proz. Lésur ge: 
von Manganosulfat gebadet wurden, komrten durch das Marganbad de: - 
gleichen nicht stimuliert werden. Wahrscheinlich war die Ruhezeit dies« 

Strauches schon ausgeklungen. Bemerkerswert ist aber, daB auch bei diesem 
Versuch im Dunkeln die Entwicklung véllig unterblieb. 

Juglans regia konnte desgleichen im Dezember nicht zur Entwicklur g 
gebracht werden. (Manganosulfat, 0,5proz., 24stiindiges Bad, Treibhaus.) 

Wenn der friihtreibende Effekt der Margansalze auch recht bescheiden 
ist, so ist er doch in den meisten Fallen unverkennbar. Fiir die prinzipielle 
Entscheidung der Frage, ob die Manganwirkung der der anderen Licht- 
katalysatoren an die Seite zu stellen ist, geniigt das Versuch: material, um 
im bejahenden Sinne zu antworten. Es ist anzurehmen, da man bei Ar- 
wendung stirkerer Konzentrationen gréBere Erfolge erzielt. Margan wirkt 
sichtlich schwacher als die friiher gepriiften metallischen Lichtkatalysatoren, 
diese Beobachtung deckt sich gut mit den Befurden von Neuberg, der 
Mangan, im Gegensatz zu den Ejisenverbindurgen, nur als schwachen 
Lichtkatalysator anspricht. 

Interessant ist es auch, da8 die stimuliererde Marganwirkurg nicht 
nur an ruhenden Knospen, sondern auch nach Popoff (1. ¢.) an Semen zu 
beobachten ist. Somit ist abermals ein chemisches Agers gefurden, das 
auf Samen und ruhende Knospen in gleichem Sinne wirkt und dazu beitragt, 
zwischen beider Prozessen eine Briicke zu schlagen. 


5. Uber die Rolle der Eisenwirkung bei Knopscher Ndahrlésung. 
Uber den friihtreibenden EinfluB von Nabhrsalzen hat uns Laken’) 
berichtet. Nach den hier mitgeteilter Beobachturgen tiber die Wirkurg 
von Lichtkatalysatoren auf die ruhende Krospe lag es rahe, auch eirme! 
die Rolle des Eisens bei der friihtreibenden Wirkurg der Nahrsalze zu 
studieren. Die Knopsche Nahrlésurg setzt sich wie folgt zusammen : 
0,25 g Magnesiumsulfat, 
1,00 g Kalknitrat, 
0,25 g saures phosphorsaures Kali, 


0,12 ¢g Chlorkalium, 
Spur Eisenchlorid auf 1000 g aufgegossen. 


Verfasserin interessierte es vor allem, ob das Eisen fiir die friihtreibende 
Wirkung der Nahrlésung verantwortlich zu machen ist, und in zweiter 
Linie dann, ob das Eisen durch Margan hierbei vertretbar ist. 

Die hier mitgeteilten Versuche beinhalten zunachst nur eine Andeutung 
und sollen noch weiter verfolgt werden. 

Als Versuchsobjekt diente wieder Syrirya vulgaris. Die Versuchs- 
anordnung wurde folgendermaSen gewahit. Das Versuchsmaterial wurde 
in sechs Partien eingeteilt. Partie A wurde in Knop ohne Eisenzusatz 
eingestellt, B in Knop mit Spuren von Eiserchlorid, C in Krop mit Spuren 
Manganzusatz ohne Eisenzusatz. D, E, F wird analog aber in Durkeln 
angeordnet. G und H sind jeweils die Kontrollen in Wasser. Selbstver- 
standlich wurde der Versuch mit destilliertem Wasser und Orginalreagenzien 
angesetzt, denn bei derartigen Versucher mu8 auf die Reinhaltung der 


1) G. Lakon, Zeitschr. f. Bot. 4, 559, 1912. 
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Materie peinlich geachtet werden. Versuchsbeginn am 20. November. 
Nach 10 Tagen wird allgemein die Nahrlésung in genau derselben Weise 
erneuert. 

14. Dezember. B Terminalknospen treiben, sonst Ruhe. 

16. Dezember. A je zwei Seitenknospen treiben. G desgleichen, 
B vier Terminalknospen an der Entfalturg und zahlreiche Seiterknospen 
treiben. Wasserkontrollen in Ruhe. Im Dunkeln verharren D und Wasser- 
kontrollen in Ruhe, E vereinzelte Knospen treiben an der Schnittflache, 
Mangan desgleichen. 

17. Dezember. B die Terminalknospen gehen an die Entfalturg, 
A mehrere Seitenknospen treiben gut, Terminalknospen in Ruhe, C und G 
unveréndert. Dunkel unverandert. 

Ein zweiter derartiger Versuch wurde noch mit der RoBkastanie aus- 
gefiihrt. Die Versuchsanordnurg war wieder dieselbe, wie bei Flieder. 

Versuchsbeginn am 17. Dezember (ohre Dunkelkontrollen). 

4. Januar. Knop mit Eisen: eine Knospe an der Entfaltung, Knop ohne 
Eisen: eine Knospe treibt, Knop mit Margan: eine Knospe treibt, Wasser- 
kontrolle in Ruhe. 

6. Januar. Knop und Eisen: mehrere Knospen entfaltet. Knop ohne 
Eisen : treibt, desgleichen Knop mit Margan. Wasserkontrolle in Ruhe. 

11. Januar. Knop mit Eisen: teils Blitter und Bliiten. Knop ohne 
Eisen geht an die Entfaltung, desgleichen Knop mit Margan. Wasser- 
kontrollen treiben. 

Die beiden Versuche sprechen unbedingt fiir einen stimulierenden 
EinfluB des Eisenzusatzes bei der Knopschen Nahrlésung, der durch das 
nahe verwandte Mangan nicht ersetzt werden kann. Allerdings kommt auch 
der Knopschen Lésung allein Friihtreiberfolg zu. 

Diese Versuche beanspruchen ein iiber das Ruheproblem hinaus- 
gehendes Interesse, da sie eine Beziehurg zu den Reizversuchen bei Pilzen 
andeuten. Es will Verfasser tiberhaupt scheinen, da8 man bei naherer 
Untersuchung sicher Ubereinstimmendes zwischen den Stimulantia bei 
Samenkeimung, Friihtreiben und Pilzempwicklung finden wird. ' 

Im vorliegenden Falle spielt der LichteinfluB jedenfalls auch eine Rolle, 


~ 


denn am Lichte ist der EinfluB des Eisens viel markanter. 


IV. Diskussion der Ergebnisse. 


Die Winterknospen unserer Holzgewichse sind durch eine all- 
gemeine Lichtempfindlichkeit ausgezeichnet. Je tiefer die Ruhe, um so 
pragnanter der LichteinfluS. 

Bei den von mir gepriiften Gewichsen bedingte nur kontinuierliche 
Belichtung Wachstum, ein Vorbelichten vermochte den wachstums- 
hemmenden EinfluB der Dunkelheit nicht zu beseitigen. Selbst dem 
schwachen Glashauslicht kommt eine Bedeutung zu. Volliger Entzug 
desselben wirkt auch hemmend auf die Entwicklung der Knospen. 

Es ist leider heute noch wenig bekannt tiber einen genauen Vergleich 
der Wirkungsweise der einzelnen Treibverfahren im Lichte und Dunkeln. 
Eine solche genaue Untersuchung wire recht interessant. Um den 


4 
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EinfluB des Lichtes hat man sich bei den verschiedenen Treibverfahren 
herzlich wenig gekiimmert. Spielt das Licht bei den anderen Treib- 
verfahren tatsichlich eine Rolle, beispielsweise, daB durch Licht- 
entzug der Erfolg wesentlich verringert wird, dann kommt entschieden 
dem Licht eine allgemeine Bedeutung zu. Die Versuche, die bereits an 
warm gebadeten Knospen angestellt wurden, sprechen fiir einen, wenn 
auch bescheidenen EinfluB des Lichtes. Es ist aber auch gut denkbar 
und meiner Ansicht nach sehr wahrscheinlich, daB der EinfluB des 
Lichtes, ahnlich wie bei den Lichtsamen, ersetzbar ist. Es laBt sich 
dabei sogar eine verbliiffende Ubereinstimmung mit den Samen kon- 
struieren. Nicht alle Samen werden in gleichem Grade durch chemische 
Agenzien im Dunkeln stimuliert, ebenso sind nicht alle Winterknospen 
durch chemische Agenzien gleich leicht treibbar. Das Licht iibt nun 
gerade auf die sonst schwer treibbaren Gewiichse den giinstigsten 
EinfluB aus, diese Tatsache ist einigermaBen auffallend und wiirde 
wieder dafiir sprechen, da8 das Licht in der Natur das Primare ist und 
nur bei den Versuchen in vitro insofern ersetzbar ist, als durch die 
chemischen und physikalischen Agenzien gleiche Umsetzungen im 
Inneren der Knospe bedingt werden, wie durch das Licht. Die Ursache 
der Ruhe und dann auch des Austritts aus derselben ist sicher in inneren 
Vorgiingen zu suchen. Man kann sich beispielsweise vorstellen, daB in 
der Natur eben erst durch den EinfluB des Lichtes die trigen Stoff- 
wechselvorgiange wieder in Gang gesetzt werden, was in vitro auch durch 
andere Reize zu erzielen ist. Es ist sehr leicht méglich, daB das Licht 
iiberhaupt nur beim Austreiben als AnstoB zur Einleitung der normalen 
Prozesse wirkt. 

Meiner Ansicht nach mu8 man die Vorginge in Natur und Labora- 
torium trennen. Die vielen Treibstimulantia bedingen alle irgendwelche 
Reize, die denselben Vorgang auslésen kénnen, wie in der Natur die 
zunehmende Beleuchtung. DaB verschiedene Reizstoffe gleiches be- 
dingen, kann man auch an Versuchen mit Mikroorganismen sehen, und 
man scheut hier auch nicht zuriick, alle diese Stoffe gleich zu werten 
und ihnen eine gemeinsame Wirkungsweise zuzuschreiben. 

Durch systematische Verdunkelung von Winterknospen und 
Beobachtung derselben kénnte man AufschluB erhalten. Die Knospen 
miuBten aber schon zeitig im Winter verdunkelt werden, da gewisse 
Gewiichse schon im Januar, also gerade zu der Zeit, wo die Tage langer 
werden, wieder treibfahig sind. Treiben, sagen wir Fliederknospen, die 
wir im Oktober verdunkelt im Gewiichshaus aufstellen, bei Ausklingen 
der Ruhe im Januar, Februar willig aus, dann ist natiirlich der primare 
LichteinfluB eindeutig widerlegt. Dann wirkt das Licht eben nur als 
ein Reiz so gut wie jeder andere und jede Bedeutung ,,,sui generis“ 
ist ihm fiir das Treibproblem genommen. 
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Die Wirkung des Lichtes auf die Winterknospen ist durch geeignete 
Lichtkatalysatoren verstirkbar. Auch die beiden in der Natur vor- 
kommenden Lichtkatalysatoren, Asculin und Chlorophyll, wirken in 
diesem Sinne. Besonders wertvoll erscheint diese Feststellung fiir das 
Chlorophyll. Erstens einmal gibt sie einen neuerlichen Beweis fiir die 
iibereinstimmende Wirkung von Chlorophyll und den bekannten Licht- 
katalysatoren in vitro. Fernerhin stiitzt sie unsere Ansicht von der 
natiirlichen spezifischen Lichtempfindlichkeit der ruhenden Knospen. 
Die Tatigkeit des Chlorophylls, die so innig an die Anwesenheit von 
Licht gebunden ist, spielt sicher bei dem Austritt aus der Ruhe keine 
zu unterschitzende Rolle. 

Die Manganwirkung entspricht annaihernd der der friiher be- 
sprochenen metallischen Lichtkatalysatoren. Mangan ist aber fernerhin 
noch durch seine vielseitige Wirksamkeit bekannt, es ist als Stimulans 
auf den verschiedensten Gebieten, wie bei der Samenkeimung, der 
Entwicklung verschiedener Mikroorganismen und nicht zuletzt, wie 
hier erwahnt, beim Friihtreiben verwendbar. Auf diese Probleme wird 
spaiter einmal an geeigneter Stelle eingegangen. 

Von allgemeinem Interresse ist auch die Bedeutung des Eisens 
bei der friihtreibenden Wirkung Knopscher Nahrlésung. Der Unter- 
schied, der sich hier ergibt, ist gering, groB genug aber, um von theoreti- 
scher Bedeutung zu sein. Auch hier tritt der Erfolg bei Licht markanter 
auf, und die in Frage kommenden Mengen sind so gering, daB man die 
Wirkung des Eisens auch hier als lichtkatalytisch betrachten muB. 

Das Problem des Lichttreibens ist natiirlich mit diesen Aus- 
fiihrungen noch nicht geklirt. Immerhin ist den mitgeteilten Unter- 
suchungen eindeutig zu entnehmen, daB dem Lichte beim Erwecken 
ruhender Knospen eine groBe Bedeutung zukommt. Ob die Licht- 
wirkung des primar bei dem Zustandekommen und vor allem Ausklingen 
der Ruhe ein mitbestimmender Faktor ist, werden kiinftige Versuche 
zeigen. Wie diese Versuche auch ausfallen mégen, eines bleibt sicher 
bestehen, daB das Licht ein gutes und praktisches Frihtreibmittel ist 
und praktisch wohl befaihigt wire, anderen Verfahren Konkurrenz zu 
machen, gleichgiltig, ob es sich nun bei der Lichtwirkung um etwas 
Primares oder Sekundires handelt. 











Quantitative Bestimmung der Gelatine. 
Von 
Emil Lenk. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der A.-G. fiir Min.-Ind. vorm, 
\D. Fanto & Comp., Wien, Chemische Werke Stockerau.) 


(Eingegangen am 19. August 1926.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die zahlreichen Arbeiten iiber den Eiweifstoff Gelatine sind in 
allen einschlagigen ,,Lehrbiichern“) zu finden; es eriibrigt sich deshalb, 
auf Details eingugehen. Eine brauchbare quantitative Bestimmung 
der Gelatine schkint aber noch nicht beschrieben zu sein. Eine solche 
Methode hat nicht nur rein theoretisches Interesse, sie ist auch fiir die 
Beurteilung von Handelswaren nétig; es wird gezeigt werden, daB sie 
bessere Resultate liefert als die bisherige Bestimmungsmethode mit 
Hilfe der Viskositét. Zur Wertbeurteilung eines Leimes oder einer 
Handelsgelatine ist auBer Farbe, Geruch und ahnlichen Eigenschaften 
der gelatinierende Anteil von Wichtigkeit. Die handelsiibliche Wer. 
bestimmung dieser Produkte mit Hilfe der Viskositdt zeigt zahlreich: 
Fehlerquellen und fiihrte auch bei Schiedsgerichtsanalysen zu mannig- 
fachen Unstimmigkeiten. 

Das charakteristische Merkmal eines Leimes (Leder- oder Knochen- 
leimes) oder einer Handelsgelatine (Gold-, Silber-, Kupferblatt) ist dic 
Gelatinierungsfaihigkeit bestimmt konzentrierter Lésungen bei ent- 
sprechend niedriger Temperatur. Bei gleicher Konzentration und gleicher 
Temperatur erstarren Lésungen -von Handelsgelatine friiher als von 
Leim. Die Handelsgelatine enthalt daher mehr ,,gelatinierende Sub- 
stanz“ als der Leim, bei dem die gelatinierende Substanz im Gang der 
Fabrikation entweder absichtlich oder unabsichtlich durch ver- 
schiedene Schidigungen (Lauge, Siure, zu hohe Temperatur, bakterielle 
Infektion) zum Teil zu nicht mehr gelatinierenden Bestandteilen ab- 
gebaut wurde. Parallel damit ist auch beim Leim die Aminosaure- 
fraktion gréBer als bei der Handelsgelatine. 


1) Z. B. Rudolf Héber, Physik. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe, 5. Aufl. 
1924; Wo. Ostwald, Kolloidchemie; Wo. Pauli, Kolloidchemie d. Eiweib- 
kérper I. usw. 
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Nach vielen Vorversuchen, die hier nicht wiedergegeben sind, 
ergab sich eine praktische Methodik, die im Laufe der Untersuchungen 
beibehalten wurde. 


1. Auflésung des Untersuchungsmaterials. 


Das Material mu8 sehr vorsichtig in Lésung gebracht werden. Die 
Blattgelatine wird in etwa 2qcem groBe Stiicke zerschnitten, ein Teil einer 
Leimtafel klein geschlagen und in entsprechend viel destilliertem Wasser 
von Zimmertemperatur in einem Becherglas eingeweicht. Leim muB8 
stundenlang quellen, Blattgelatine nur etwa eine Viertelstunde. Beim Leim 
setzt man zur Verhiitung eines bakteriellen Abbaues etwas Toluol zu. 
Ist das Material gut durchgeweicht, so stellt man das Becherglas in ein 
Wasserbad von 40 bis 45° und riihrt so lange mit einem Glasstab, bis in 
etwa 10 bis 15 Minuten vollstandige Lésung eintritt. Die Konzentration 
der Lésungen ist dem Gelatinegehalt der Produkte anzupassen. Bei der 
Handelsgelatine stellt man 1- oder 2-, beim Leim 5- oder 10proz. Lésungen 
her. Da die Handelsprodukte wechselnde Wassermengen enthalten, be- 
stimmt man zuerst ihren Wassergehalt und stellt die Konzentration der 
Lésungen auf wasserfreie Ware ein. 


2. Wahl des GelatinierungsgefaBes. 


Am besten bewéhrten sich gewéhnliche Reagenzgliser von genau 
gleicher innerer Weite. Unter sonst genau gleichen Bedingungen gelatiniert 
eine Lésung in weiteren Reagenzglisern langsamer, als in schmiileren. 


Unterschiede von %mm sind ohne Belang. Wir verwenden stets etwa 
13em lange Glaser von 1,3 mm lichter Weite, die mit 10 ccm Fltissigkeit 
gefiillt werden. 


3. Wahl der Gelatinierungstemperatur. 


Die Gelatinierung wird bei einer konstanten Temperatur von 15° 
vorgenommen. Die Temperatur der in Lésung gebrachten Substanz betrigt, 
wie oben bemerkt, 40 bis 45°. Es ist nicht giinstig, das Reagenzglas mit der 
etwa 40°-Lésung sofort in das Wasserbad von 15° einzutauchen. Es stellte 
sich vielmehr im Laufe der Untersuchung heraus, daB es besser sei, die 
Lésung im Reagenzglas auf eine Temperatur von 20 bis 22° etwa 1 Minute 
vorzukiihlen und dann erst ins Wasserbad von genau 15° einzutauchen. 
Auf diese Weise erhaélt man leicht reproduzierbare Resultate. 


4, Endpunkt der Gelatinierung. 


Die Gelatinierungszeit beobachtet man mit einer Stoppuhr oder einer 
gewodhnlichen Uhr mit einem Sekundenzeiger. Mit der Zeitmessung beginnt 
man erst beim Eintauchen des Reagenzglases in das Wasserbad von 15°. 
Von Zeit zu Zeit hebt man das Reagenzglas auf etwa 1 Sekunde aus dem 
Wasserbad und beobachtet die Verd&nderungen an der Oberflaiche der 
Fliissigkeit. Die Lésung beginnt langsam zahfliissiger zu werden und er- 
starrt allmaéhlich. Die Gelatinierung ist zu Ende, wenn die Lésung aus dem 
umgekehrten Reagenzglas nicht mehr flie8t. Man erfaBt das Glas oben mit 
Daumen und Zeigefinger der rechten Hand, dreht es um und ]48t es durch 
seine eigene Schwere mit der Kuppe auf den ausgestreckten Zeigefinger 
der linken Hand in einer Entfernung von etwa 3cm auffallen. FlieBt die 
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Lésung nicht mehr und steigen keine Luftblasen mehr auf, so ist das End: PE 
der Gelatinebestimmung eingetreten. Bei geringer Ubung ist dieser Punkt § jeu 
auf einige Sekunden genau zu treffen. Es § (Get 
























































26 
ist nur zu beachten, daB das Reagenz- 
os glas bei der Feststellung des Endpunktes § pei 
jedesmal nur 1 bis 2 Sekunden aus dem § pis 
22 Wasserbad von 15° herausgenommen § ,yri 
werden darf. Stets werden Doppel. — p 
PI Pun 
820 bestimmungen ausgefiihrt. wur 
N ang 
Se 5. Zusammenhang geft 
zwischen Gelatinierungszeit und dem py § clek 
16 der Lésung. Ele! 
In Michaelis ,,Praktikum‘) ist civ f°" 
o 7p Beispiel beschrieben, bei dem der Zu- an 
Abb. 1. ad sammenhang zwischen pq und Gelati- ie 
nierungszeit der nachfolgenden Kurv: a 
| ‘Sir oer 3 entsprechend, wiedergegeben ist. (Abb. 1). ‘aon 
me is A bie — = | Die Kurve hat zwei Aste; der Um. § ““" 
Pet "| kehrpunkt liegt bei pg = 4,6. Diesen baie 
Pm Endl ae ae charakteristischen Kurvengang konnter pe 
= wir immer wieder finden, doch lag der § *" 
8 wur 
er = Umkehrpunkt nicht oft bei pa = 4,6. 
| | Aus einer gréBeren Versuchsanzahl seien 
So der Kiirze wegen nur zwei mitgeteilt. 
S$ 
S10 , Tabelle I. 
a) Tafelleim A, 3proz. Lésung. 
g 
Pu ee Pu sacar meal 
47 | 8°30" 6,6 13’ 45” Mat 
. eg 56 | 800 7,3 14 05 dies 
57 | 1745 84 14 15 her 
bs 58 | 13 35 bra 
22 Tabelle II. 
b) Tafelleim B, 5proz. Lésung. 
20 — ———__—_- —— - 
ss , i : 
S. OR eee seek OEE ert 
& 
,_ #8 4,2 20’ 02" 6,0 21’ 40" 
45 16 04 65 22 10 
5.0 15 15 7,0 22 18 
rs. Sw 2 5,5 14 20 75 22 30 
Abb. 3. w 5,8 21 15 8,0 23 00 





Bei diesen beiden Leimsorten beobachtet man zwischen py = 5,5 bis 5,8 - 
einen scharfen Knick in der Kurve, der, wie Abb. 2 zeigt, scharf zwischen 


1) L. Michaelis, Praktikum der physik. Chemie, 2. Aufl., 1922, S. 108. 
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pa = 5,7 und 5,8 liegt. In allen von uns beobachteten Fallen sahen wir eine 
deutliche Abflachung der Kurve von etwa pq = 6,0 weiter ins alkalische 
Gebiet, um nur sehr langsam anzusteigen. 

Der Kurvensprung tritt bei dem Versuch von Michaelis mit ,,Gelatine“ 
bei px = 4,6, bei unseren Versuchen mit Tafelleim aber zwischen py = 5,5 
bis 5,8 ein. Es fragt sich nun, worauf diese Unterschiede im Optimum 
zuriickzufiihren sind. Der Umkehrpunkt bedeutet offer bar den isoelektrischen 
Punkt des verwendeten Materials. Mit Hilfe der Uberfiihrungsmethode ') 
wurde, als Mittelwert, der isoelektrische Punkt der Gelatine mit pg = 4,60 
angenommen, welcher mit dem von Chiari*) mittels des Quellungsmaximums 
gefundenen (pg = 4,7) tibereinstimmt. Der Unterschied im py des iso- 
elektrischen Punktes beruht aufeinemerheblichen Gehalt unseres Materials an 
Elektrolyten. Chiari arbeitete mit aschefreier Gelatine und Michaelis gibt an 
, die kéufliche Gelatine enthalt so wenig Elektrolyte, daB auf unsere Methode, 
wo wir ja doch stets ein Elektrolytgemisch als Regulator hinzufiigen, die 
Entfernung der letzten Spuren . . . ganz iiberfliissig war‘‘. Ferner fanden 
Patten und Kellems*) den isoelektrischen Punkt der aschearmen Gelatine, 
die nur 0,011 Proz. Asche enthielt, bei pg = 4,8, wihrend kaufliche Gelatine 
den isoelektrischen Punkt (nach ihren Untersuchungen) bei pg = 5,6 hatte. 

Zur Klaérung dieser Differenzen untersuchten wir zwei Leimplatten 
derselben Fabrik, von denen die eine normal hergestellt war, wihrend die 
andere in der betreffenden Fabrik durch ein Osmoseverfahren aschedirmer 
wurde. Aschen- und Trockengehalt betrug: 


Tabelle III. 





Trockensubstanz Asche 

Proz. Proz. 

Normaler Leim . . 84.6 0,73 
Osmose-Leim .. . 85,6 0,16 


Der ,,rormale Leim“ enthielt also rund fiinfmal mehr anorganisches 
Material als der ,,Osmose-Leini“*. Von beiden Leimsorten stellten wir auf 
dieselbe Weise wie oben in bezug auf Trockensubstanz 2proz. Lésungen 
her und bestimmten die Gelatinierungszeit der auf verschiedenes py ge- 
brachten Lésurngen. 








Tabelle IV. 

Normaler Leim Osmose-Leim 
Pu | Cate Pu weaned 
5,7 11’ 00” 49 8' 00” 
5,9 5 00 5,5 4 30 
63 8 00 5.9 14 45 
65 10 45 6.0 21 30 
6,7 12 30 7,0 31 00 
7,0 15 30 7,5 31 30 
7,3 15 30 
7,5 15 30 


1) L. Michaelis und Davidsohn, diese Zeitschr. 88, 456, 1911 ; 41,373, 1912. 
2) Chiari, ebendaselbst 88, 167, 1911. 
8) Patten und Kellems, Centralbl. 1920, III, 717. 
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Der Umkehrpunkt der Kurve tritt beim aschearmen Leim bei pq = 5,5, 
beim aschereicheren Leim bei pq = 5,9 ein. Auch bei diesen Versuche: 
geht die Kurve im Gebiet pg = 7,0 bis 7,5 mit 
der Abszissenachse ziemlich parallel. 

Als weiteren Versuch benutzten wir ein 
Handelsgelatine, von der ein Teil in 3proz. Lésung 
(nach Toluolzusatz) bei 30° 3 Stunden im rotie. 
renden Dialysator dialysiert wurde. Die Lésung 
der dialysierten und nicht dialysierten Gelatine 
stellten wir auf die Konzentration von 1,3 Proz. 














8 (bezogen auf die Trockensubstanz) ein und be. 
> stimmten wieder den Zusammenhang zwischen 
= px und Gelatinierungszeit. 
Tabelle V. 
P Nicht dialysiert Dialysiert 
4 a. ; inierungs- 
Abb.4. Po — PH oe 
Normaler Leim. ; 
oe Oomeso-Leim. 46 4’ 15” 42 4’ 15" 
5,2 3 10 4,5 3 15 
5,5 2 40 4,7 2 50 
5,7 2 30 5,0 3 30 
6,0 6 00 5,3 415 
6,5 8 02 5,7 7 40 
6,9 8 34 6,0 8 30 
7,2 8 40 65 9 25 
7,7 8 42 7,0 9 45 
7,5 9 50 
7,8 9 50 


Umkehrpunkt der Kurve bei der nicht 
dialysierten -Gelatine (mit 0,82 Proz. Asche) 
bei px = 5,7 und bei der dialysierten Gelatine 
(mit 0,03 Proz. Asche) bei px = 4,7. Die dialy- 
sierte Gelatine ist durch das dreistiindige Stehen 
bei 30° etwas geschidigt worden, daher das 

etwas verspatete Gelatinieren bei py = 7,0 bis 7,8, 
2 gegeniiber der nicht dialysierten Gelatine. 


Minuten 





Ge. pd 5. s , Aus allen diesbeziiglichen Versuchen geht also 
—— Nicht dialysiert. hervor, daB der Optimalpunkt der Kurve zwischen 
pane Dialysiert. Pu = 4,6 bis 5,9 derart schwanken kann, daB der 


isoelekirische Punkt einer aschearmen Gelatine im 
mehr sauren Gebiet liegt, als der von gewohnlichem, aschereicheren Produkt. 
Diese Kurven entsprechen den Dissoziationskurven eines EiweiBstoffes'). 

Bei einer Gelatinebestimmungsmethode ist deshalb gréBter Wert auf ein 
konstantes py der zu untersuchenden Lésungen zu legen. Aus allen unsere: 
Versuchen, von denen der Kiirze wegen nur einige wiedergegeben sind, 
ist zu schlieBen, daB der Kurvenverlauj zwischen py = 7,0 bis 7,5 praktisch 
parallel zur Abszissenachse verlauft, d. h. innerhalb dieses py-Gebietes (7,0 

1) Z. B. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 
1924, S. 102ff.; Hdber, 1. c., S. 256ff. 
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bis 7,5) tritt die Gelatinierung einer Lésung praktisch immer zu gleicher Zeit 
ein. Es ist daher innerhalb dieses py-Gebietes nicht nétig, das py der 
Lésung genau festzulegen, es geniigt vollkommen, die Lésurng mit einigen 
Tropfen einer verdiinnten Séure oder Lauge vorsichtig zu neutralisieren 
md sich durch Tiipfeln auf ein empfindliches Lackmuspapier von der 
Neutralitat der Lésung zu tiberzeugen. Vorher stellt man fest, bei welchem 
pu das Lackmuspapier umschlagt, was normal bei pg = 7,0 erfolgt. Es ist 
dann besser, die Lésung so weit zu neutralisieren, bis sich rotes Lackmus- 
papier ganz schwach blaut. Die Farbennuance ist leicht zu treffen und kann 
eventuell durch eine py-Bestimmung kontrolliert werden. 


6. Zusammenhang zwischen Konzentration und Gelatinierungszeit. 
A. Versuche mit Handelsgelatine. 
a) Goldblattgelatine. 
Trockensubstanz 84,4 Proz. Es wurde eine in bezug auf die Trocken- 
substanz 2proz. Lésung von py = 7,2 hergestellt. 
b) Goldblattgelatine einer anderen Marke. 


Trockensubstanz 84,1 Proz. Herstellung einer in bezug auf die Trocken- 
substanz 2proz. Lésung vom pg = 7,4. 



































Tabelle VI. 
Ne Gelatine « Gelatine b ¥&, 
eg Gelatinierungs- mg Gelatinierungs- 
Pree. zeit Res | zeit 
2 | 4’ 30” * 2 2’ 30” 
7 8 00 18 4 00 
16 13 02 1.6 7 30 
14 25 50 14 15 00 
12 45 00 12 29 02 
1.0 86 20 1.0 58 0 
0,8 200 00 (0,8 120 00 
0,6 320 00 0,6 210 00 
2,0¢ 7 T 
x BS ae 
g | 
U Kwek SO a as 
ST] ~ 
5 \ | | 
BS \ | 
Ss N 
N 70}— Ny —E——, rH 
id ~~} | j 
S +. | 
x -_ 
BS. Tush. 
| | | 
35 50 100 150 200 250 300 350 
Minuten 
Abb. 6. 


substanz 1,35proz. Lésung. px = 7,2. 


c) Goldblattgelatine D. G. F. 
Trockensubstanz 85,2 Proz. Herstellung einer in bezug auf die Trocken- 






































ad ] Tabelle VII. 
> = — EE 
849 es Bag | ] y 20 | Gelatinierungs- yng Gelatinierungs. 
t ¥ | zeit | zeit 
S 31— es + ] Proz. | Proz. ce 
R \ | 1,35 6’ 30” 1,10 17’ 00” 
“—tss ss 8 02 1,05 21 00 
S te. | 125 10 08 100 | 2800 
240r ee » T = 1,20 12 05 0,95 36 36 
a | | “ 115 14. 06 0.90 45 05 
| 
o9 20 30 40 50 Diese Goldblattgelatine D. G. F. hat 
Minuten sich bei unseren Untersuchungen, die mit 
Abb. 7. etwa 60 verschiedenen Gelatinesorten aus- 


gefiihrt wurden, als die beste kéufliche ,,Gelatine“‘ erwiesen. Deshalb 
ist diese Gelatinesorte fiir uns als Standardgelatine anzusehen. Es sei 
aber bemerkt, da8 nicht alle am Markt vorhandenen ,,D. G. F.-Goldblatt- 
gelatine‘‘-Sorten gleich sind; es sind vielmehr gleich bezeichnete Sorten 
im Handel, die einen geringeren Gelatinegehalt besitzen, als die von uns 
oben angegebene D. G. F.-Standard-Gelatine. Der Fabrikationsgang ist 
sicher nicht ganz gleichmaBig zu fiihren, so daB leicht Lasionen eintreten 
kénnen. Jedenfalls sei vorgeschlagen, die genannte und von uns oben 
angegebene D. G. F.-Goldblattgelatine als Standardgelatine anzusehen. 


B. Versuche mit Leim. 


Die Prozentzahlen bedeuten die Konzentration, bezogen auf wasser- 
freie Ware. Von etwa 100 untersuchten Leimsorten seien nur drei angegeber.. 


Tabelle VIII. 












 Leim 1 a” Seo: em : 
Proz. ee anal Proz. ner Kee Proz. soeer—- wae 
10 2’ 00" 10 6’ 40” 5 24' 00” 
9 3 08 9 13 00 | 45 38 05 
8 5 10 8 20 00 | 4 70 10 
7 10 00 7 35 05 
6 18 20 6 60 00 
5 40 05 
4 86 20 
10 
39 
S 
. 8 
§ 
R 7 
c 
N 6 
S 
x 
: ~ 
— 
< 20 30 40 50 60 60 
Minuten 
Abb. 8. 
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Tragt man auf die Abszisse den Logarithmus der Gelatinierungszeiten 





























n Minuten) und auf die Ordinate die Zahlen der Konzentration in Prozenten 
auf, so erha]t man eine Gerade. Die fiir verschiedene Produkte konstruierten 
Geraden gehen einander parallel. 

Als Beispiel gelte unsere Standardgelatine (S. 440, Tabelle VIT. Abb. 7). 
SS 
43 
g 
x 
§ 42 g 
3 c 
£49 B 
t S 
4 : 
= S 
c 
08 40 42 44% cS 
log t Minuteny 
Abb. 9. ad me Ns 
\ 
Als weiteres Beispiel seien die beiden 06 : 4 
Handel]sgelatinesorten (Gelatine au. b) log & (Minuten) 
gewahit (8.439, Tabelle VI, Abb. 6). Abb. 10. 
7. Berechnung der Konstanten der gefundenen Geraden. 


Die Gleichung einer Geraden lautet: y = az + 6b; die Konstanten 
werden aus den Gleichungen berechnet: 
Y¥; = az, +b, 4 a iA—> as SR Se. 
Yy — ary,+b, ~ @y— 2’ 7 Ly — 
x = Logarithmus aus der Minutehzahl, 
y = Konzentration in Prozenten. 


I 


Als Standard wahlten wir die D. G. F.-Gelatine (s. 8.440 und 441, 
Tabelle VI, Abb. 7 und $9). 





Tabelle IX. 

x = logt vy = Konzentration in Proz, 
0,903 . . . 2, 1,30... y, 
1,447... 2, 1,00... 

a=—055, b= 18. 


Die Gelatinekonzentration berechnet man daher nach der Formel: 
y = — 0,55 7 + 1,8, wobei y die Konzentration in Prozenten, z den 
Logarithmus aus der Minutenzah] (Gelatinierungszeit) bedeutet. 

Zur Feststellung, ob die Forme! fiir alle Verdiinnungen stimmt, sei 
in der Tabelle X die Konzentration (in Prozenten) berechnet und der tat- 
sichlichen Konzentration (in Prozenten) gegeniibergestellt. Beispiel : 
D. G. F.-Goldblattgelatine (S. 440 und 441, Tabelle VII, Abb.7 und 9). 
Biochemische Zeitschrift Band 177. 29 
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Tabelle X. 
ut 3 
Gelatini o | Berechnet | Gelatini . Berechnet 

= ed Reel bar na. ot el ac 

6’ 30” 1,35 1,35 1700” | 110 | 1,12 

8 02 1,30 1,31 21 00 1,05 1,07 

10 08 1,25 1,25 28 00 100 | 100 

12 05 eA hia 36 36 095 | 0,94 

14 06 1,15 1,15 45 05 | 090 | 0,89 

Die mit Hilfe der Formel y = —0552+-1,8 berechneten Gelatine- 

konzentrationen stimmen mit den tatsdchlichen Konzentrationen iiberein. eines 
Hilfe 
quel] 
8S. Berechnung der Gelatinekonzentration mit Hilfe der Formel. <— 
Im folgenden seien die Konzentrationen der hier erwahnten Gelatine- J weit 
bzw. Leimsorten aus der Formel berechnet und aus den Verdiinnungen (in fdie , 
Prozenten) umgerechnet. perat 
Tabelle XI. appe 
sein, 
a Goldblattgelatine b Goldblattgelatine me 
. ataiedalliial ——- : austfe 
Gelatinierangss| tounge | Celtne | Catstnierangs-| USeung | coating, oder 
- Proz. Proz. -_ Proz. Proz. stim 
See — = schar 
4’ 30” 2,0 72,00 2’ 30” 20 | 79,00 Visk 
8 00 18 72,50 4 00 18 81,67 Erwé 
13 02 16 74,38 7 30 1,6 82,50 richt: 
25 50 14 72.86 15 00 14 82.14 beson 
45 00 12 74,17 29 02 12 83,33 das ; 
86 20 1,0 74,00 58 00 1,0 83,20 um § 
200 00 0,8 66,25 120 0¢ 0,8 82,50 
320, 00 * 0,6 70,00 230 00 0,6 87,33 : 
} guter 
nicht 


Aus den Versuchen kenn man schlieBen : Die berechneten Konzentrationen § mete 
stimmen bei der a) Goldblattgelatine innerhalb der Gelatinierungszeiten § Rest 
13 bis 86 Minuten und bei der b) Goldblattgelatine zwischen der 7% bis § Gese: 














120. Minute gut tiberein. Bede 

auf ¢ 

Tabelle XII. wiese 

Ferns 

Leim 1 Leim 2 Leim 3 Sulfa 

Gelatinie- Losung | Kae mod Gelatinie- | Lésung | Galatinc Gelati ic Lésung Rane: ma a 

rungszeit | Pros. | Pros. — | Proz. | Proz. || ee | Proz. Proz. : 

’ - ee ] fi 5 3 

200” | 10 | 1540 | 6'40"| 10 | 13,40 | 24700"! 5 | 2082 FL 
308 | 9 | 1694 | 1300 | 9 | 1322 | 3805 | 45 | 2069 F- 

5 10 8 1763 | 2000 | 8 | 1356 | 7010 | 4 | 19,75 - 10 

10 00 7 | 17,86 | 3505 | 7 | 1357 | 1, 3, 

18 20 6 | 1833 | 6000 6 | 1367 | Kollc 

40 05 5 | 1840 (10200, 5 13,92 | Joun 

86 20 4 | 18,50 ‘ 
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Die berechneten Gelatinezahlen stimmen bei diesen Leimversuchen 
gut zwischen der 5. bis 102. Minute iiberein. 

Die Formel y = — 0,552 + 1,8 bewahrte sich, wie diese und zahl- 
reiche andere Versuche dieser Art bewiesen fiir die Gelatinierungszeit 
zwischen der 5. bis 120. Minute. Es wird aber empfohlen, diese Zahlen noch 
etwas einzuschranken; es ist am besten, die Gelatinierungszeit zwischen der 
10. bis 60. Minute zu wahlen, da die Beobachtungen innerhalb dieser Zeit 
am genauesten sind. 


9. Zusammenhang zwischen Gelatinegehalt und Viskositit, 


Wie oben erwahnt, gewéhnte man sich bisher, zur Wertbestimmung 
eines Leimes oder einer Handelsgelatine die Viskositéitsbestimmung mit 
Hilfe des Englerschen Apparats anzuwenden’). Auf die groBen Fehler- 
quellen dieser Methode wies man schon seit Jabrzehnten hin; man ver- 
wendete aber die Viskositétsbestimmung aus Mangel einer anderen Methode 
weiter. Man lieB den Leim 1 bis 2 Tage quellen, schmolz die Masse, brachte 
die ,,Lésung“‘ auf 15 Proz., erwirmte sie ¥% Stunde hindurch auf die Tem- 
peratur des siedenden Wassers und ermittelte die Viskositét im Engler- 
apparat bei 35°. Das Erhitzen im kochenden Wasserbad soll notwendig 
sein, um ,,vergleichbare Werte zu erzielen“. ,,Nimmt man es nicht vor“, 
sagt Steinherz*), ,,s0 wird der Viskositaétswert desselben Leimes verschieden 
ausfallen, je nachdem die Leimlésung kiirzer oder linger einer niedrigen 
oder héheren Temperatur beim Schmelzen ausgesetzt wurde. Nach halb- 
stiindigem Erhitzen dagegen soll die Viskositaét konstant sein. Diese An- 
schauung ist unrichtig, wie auch Steinherz nachwies, da eine Konstanz der 
Viskositét durch das Erhitzen nicht zu erhalten ist. Das halbstiindige 
Erwairmen im kochenden Wasserbad mu8 ja schon aus dem Grunde un- 
richtig sein, weil die ,,gelatinierende Sukstanz‘* bei hoher Temperatur 
besonders leicht im sauren oder alkalischen Gebiet abgebaut wird. Je weiter 
das pp der Lésung vom isoelektrischen Pymkt der Gelatine entfernt ist, 
um so leichter gelingt der Abbau. 

Der Viskositaétsbestimmurg haften viele Fehler an, die besonders bei 
guten Leimen augenfallig sind. Der bei 35° untersuchte 15proz. Leim flieBt 
nicht in einem zusammenhangenden Strahle aus der Offnung des Viskosi- 
meters aus, sondern tropft nur oder flieBt zuerst und beginnt wahrend der 
Bestimmung zu tropfen. Ein ,,Tropfen “‘gehorcht aber anderen physikalischen 
Gesetzen, als der Strah]. AuBer diesen technischen Mangeln seien weitere 
Bedenken gegen die Viskositétsmethode geiuBert. Sie wurde ohne Riicksicht 
auf die Reaktion der Lésung ausgefiihrt; zahlreiche Arbeiten jedoch be- 
wiesen die Abhargigkeit der Viskositét vom pg der Gelatinelésungen *). 
Ferner ist die Viskositét von Salzzusétzen abhargig, und zwar erhdéhen 
Sulfate, wihrend Chloride die Zahigkeit erniedrigen *). 

1) Ullmanns Enzykl. d. techn. Chem. 6, 53, 1919. 
2) Steinherz, Chem.-Ztg. 1912, S. 1505. 

8) Schréder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 75, 1903; Wo. Ostwald, 
Kolloidchem. 2, 209; Michaelis, Prakt. d. physik. Chem., 2. Aufl. 1922, 
8. 105; s. auch Laqueur und Sackur, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 
1, 3, 193, 1903; Hardy, Journ. of physiol. Chem. 38, 251, 1905; Wo. Pauli, 
Kolloidchem. d. Eiwei8kérper, Steinkopf, Dresden ; Davis, Oates und Browne, 
Journ. of Chem. Se. 1921, 8. 1536. 

4) Wo. Ostwald, Kolloidchemie 1911, 8S. 206. 
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Ferner ist die Viskositaét von den ,,Alterserscheinungen“‘ der Gelatine 
sehr abhangig. Lat man EiweiSlésungen stehen, so bleibt die Viskositt 
nicht gleich, sondern steigt schon nach Minuten an, ohne konstant zu werden, 
Das Altern der Gelatinelésungen ist abhingig von Temperatur, Konzen. 
tration, Salzzusétzen, Reaktion usw. Besonders Davis und Mitarbeiter?) 
haben gezeigt, wie sich die Viskositét verschieden konzentrierter Gelatine. 
lésungen bei verschiedener Reaktion mit der Zeit andert und wie sich die 
Zahigkeit gleich konzentrierter Gelatinelésungen bei verschiedener Reaktion 
mit der Zeit verschiebt. Diese Angaben konnten wir vollauf bestitigen. 

Weiter ist zu bedenken, da8 Leimlésungen keine ganz homogenen 
Lésungen darstellen, sondern Luftblasen, ungeléste Partikel und dergleichen 
enthalten. Gelangen sie in die AusfluBéffaung des Viskosimeters, so ver. 
zégera sie den gleichmaBigen Abflu8 und bringen erhebliche Fehler in die 
Bostimmung hinein. Man kann sich daher mit der Auffassung Kisslings*) 
einverstanden erkliren, derzufolge die Viskositaétsbestimmung nur dann 
brauchbare Zahlen liefert, wenn man den Gang ein und derselben Fabrikation 
verfolgen will oder wenn man stets gleiches Ausgangsmaterial verwendet. 
Doch muB8 hinzugefiigt werden, da8 man die Bestimmung auch dann unter 
genau definierten Bedingungen ausfiihren miiBte. 

Zur allgemsinen Werthestimmung eines Leimes ist daher die Viskositdts. 
bestimmung ungeeignet. Dor tatsdchliche Wert einer Handelsgelatine oder 
eines Leoimes ist vom ,,Gelatine“‘gehalt abhdngig. Auch die Klebkrait 
ist um so besser, je mohr ,,gelatinierende Substanz‘‘ ein Leim enthalt. Der 
Tischlerleim darf aber nicht zu viel ,,Gelatine‘‘ enthalten, damit er nicht 
zu schnell gelatiniere. Dor Gelatiniergehalt eines guten Tischlerleims sol! 
nicht zu hoch und nicht zu niedrig sein, er muB etwa 20 bis 40 Proz. Gelatine 
(bezogen auf die Trockensubstanz) enthalten. 

Nicht nur Kissling*), sondern auch Halla*), Aris. *) u. a. haben sich 
gegen die Bourteilung eines Leimes auf Grund der Viskowitaét ausgesprochen 
und rieten, den L2im eher nach seinem Gelatinegehalt zu bewerten. 


De bisherigen Bostimmungsmethoden des Gelatinegehalts waren un- 
brauchbar. Nach der b»schriebenen Methode ist aber der Gelatinegehalt 
leicht uid m‘t groBer Gonauigkeit auszufiihren und gibt unter Einhaltung 
der angegebsnen Bedingungen konstante und stets reproduzierbare Werte. 
De Faktoren, welche die Viskositaét beeinflussen, kommen fiir die Be- 
stimmung der Gelatine nach unserer Methode nicht in Betracht. 

Di die Viskositaéat eines Leimes von verschiedenen, schwer zu iiber- 
sehenden Faktoren abhangig ist, die beschriebene Gelatinebestimmung aber 
eine deutlich zu iibersehende Charakteristik einer Handelsgelatine oder 
eines Loimes darstellt, so wird empfohlen, die Viskositdtsbestimmung fallen 
zu lassen-und die Bestimmung des Gelatinegehaltes als MaBstab einer Handels- 
gelatine oder eines Leimes einzufiihren. 

De Viskositaét steht mit dem Gelatinegehalt in einem gewissen Zu- 
sammonhang, wie dies aus der folgenden Tabelle XIII und Abb. 11 zuersehen 
ist. Von 28 Leimsorten wurden gleichzeitig Viskositét und Gelatinegehalt 


gepriift. 


1) Siehe Anm. 3 auf S. 443. 

2) Kissling, Chem. techn. Wochenschr. 1917, 8. 91. 
%) Halla, Zeitschr. f. angew. Chem. 1907, 8. 24. 

*) Arisz, Kolloidchem. Beihefte VII, 8.1 bis 90. 
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Tabelle XIII. 
Gelatinegehalt Gelatinegehalt 
Nr. Proz. bezogen auf die Viskositat Nr. Proz. bezogen auf die Viskositit 
Trockensubstanz Trockensubstanz 

l 13,6 18 15 31,0 6,1 

2 15,0 2,1 16 31,0 54 

3 15,0 2.9 17 31,0 6,9 

4 16,3 18 18 34,0 6,5 

5 16,5 2.6 19 34,2 6,9 

6 18,4 2,6 20 36,1 7,2 

7 20,0 3,0 21 37,5 8,0 

8 20,2 2.6 22 37,6 7,5 

9 26,1 46 23 39,0 9,0 
10 26,2 43 24 39,0 7,5 
ll 28,1 5,6 25 40,4 9,7 
12 28,7 4,2 26 41,2 11,4 
13 30,2 5,8 27 41,1 10,0 
14 30,1 5,0 28 41,2 11,6 

Die Viskositétsbestimmung kann, wie aus Tabelle XIII zu er. 
sehen ist, zu groBen Irrtiimern AnlaB geben. Beispiele: 


1. Beim Stehenlassen einer leicht 
alkalischen Leimlésung bei Zimmer- 
temperatur steigt die Viskositaét rasch we 
an, Wahrend der Gelatinegehalt in- " Be 

i) 
“/) 
| 

| 





folge des Laugeabbaues ganz lang- 
sam geringer werden muB. Trotzdem | ax 
der Leim also tatsdchlich schlechter P Vv . 
wurde, steigt die Viskositdt. Bei einer : 
Leimlésung, die in bezug auf die 
Trockensubstanz l5proz. war, betrug 
die Viskositat 6,9, nach zweistiindigem 
Stehen 8,4; der Leim kann aber un- 
méglich durch bloBes Stehen 1,2mal 
besser geworden sein. 

2. Wir erhielten z. B. bei den [| 
Leimsorten : . 
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Tabelle XIV. 











Gelatinegehalt 
Proz. 0 2 


8 26 20,2 
21 8,0 37,5 


Nr. Viskositat 





~ 6 rs 70 12 
Vishositar 
Abb. 11. 


Wiirde man den Leim nach der Viskositat beurteilen, so ware Leim 
Nr. 21 3,08mal besser als der Leim Nr. 8. Nach der Gelatinebestimmung aber 
ist Leim Nr. 21 nur 1,86mal besser. Tatsaichlich hatte man aber der Kurve 
entsprechend beim Leim Nr. 8 eine Viskositét von 3,0, beim Leim Nr. 21 
eine Viskositét von 8,6 erhalten sollen. Die Zahigkeit wurde aber durch 
verschiedene Faktoren, die nicht zu iibersehen sind, verandert. 

3. Bei Leimsorten mit gleichem Gelatinegehalt erhielten wir verachiedene 
Viskositdtszahlen, z. B.: 
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Tabelle XV. 





Ne Gelatinegehalt Viskositat Nr. Gelatinegehalt Viskositat 
Proz. Proz. 

15 31,0 6,1 23 | 390 9,5 

16 31,0 5,4 24 || 39,0 75 

17 31.0 69 


’ 


Diese verschiedenen Viskositaétszahlen bei gleichem Gelatinegehalt 
kamen zustande durch eine verschiedene Reaktion des Leimes, einen ver 
schiedenen Aschengehalt und Alterserscheinungen, die infolge des ver. 
schiedenen Aschengehalts und der verschiedenen Reaktion verschieden 
schnell auftraten. pq und Aschegehalt dieser Leime betrug: 


Tabelle XVI. 





Nr. Aschegehalt Nr i Aschegehalt | 


Proz. Pa : Proz. PH 
isi 232 | 79 123) an 8,2 
16 || 3,45 8,3 24 1,76 7,1 
17 | 161 | 66 


10. Ausfiihrung der quantitativen Gelatinebestimmung. 


a) Das Untersuchungsmaterial wird vorsichtig in Lésung gebracht. 
Blattgelatine zerschneidet man in etwa 2qcem groBe Stiicke, einen Teil 
einer Leimtafel zerschligt man méglichst klein und ]48t das Material in 
einem Becherglas mit entsprechend viel destilliertem Wasser von Zimmer. 
temperatur gut durchquellen, und zwar Gelatine etwa ¥, Stunde, Leim 
nach Toluolzusatz mehrere Stunden. Die Auflésung erfolgt bei gut ge- 
quollenen Substanzen bei 40 bis 45° in etwa 15 Minuten. Die Konzentration 
ist bei Handelsgelatine 1- oder 2proz., bei Leim 5- oder 10proz. Den. Prozent- 
gehalt bezieht man auf wasserfreie Substanz; die Wasserbestimmung nimmt 
man vom zerkleinerten Material in 2 Stunden bei 110° vor, Lésungen gieBt 
man auf gereinigten und gegliihten Sand. Leim- und Gelatineprodukte 
haben etwa 15 Proz. Wasser. 


b) Die Reaktion der Lésung wird auf empfindlichem Lackmuspapier 
gepriift. Die Lésungen werden vorsichtig mit verdiinnter Salzsiure oder 
Natronlauge neutralisiert, bis sich rotes Lackmuspapier, das bei etwa 
Pu = 7,0 umschlagt, schwach zu bléuen beginnt. px der Lésungen sol! 
zwischen py = 7,0 bis 7,5 liegen. 

c) Die ,,neutralisierte“‘ Lésung wird dann im MeBkolben auf ein be- 
stimmtes Volumen aufgefiillt. Man miSt 10ccm in ein Reagenzglas von 
1,3 cm innerer Weite ab, bringt es in ein Wasserbad von 20 bis 22° auf etwa 
1 Minute und stellt es dann in ein Wasserbad von genau 15°. Diese Tempe- 
ratur mu8 wahrend der Untersuchung konstant gehalten werden. Dic 
Zeitmessung beginnt vom Einstellen des Reagenzglases in das Wasserba 
von 15° mit Hilfe einer Stoppuhr oder einer gewéhnlichen Uhr mit Sekunden- 
zeiger. 
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d) Die Lésung wird allmahlich zahfliissiger und die Gelatinierung ist 
eingetreten, wenn die erstarrte ,,Lésung‘‘ aus dem umgekehrten Reagenzglas 
eben nicht mehr flieBt. Man erfaBt das Glas oben mit Daumen und Zeige- 
finger der rechten Hand, dreht es um und |4Bt es durch seine eigene Schwere 
mit der unteren Kuppe des Glases auf den ausgestreckten Zeigefinger der 
linken Hand in einer Entfernung von etwa 3 cm auffallen. FlieBt die Lésung 
gerade nicht mehr oder steigen keine Luftblasen mehr auf, so ist die Gelatine- 
bestimmung zu Ende. Dieser Endpunkt ist leicht auf einige Sekunden 
genau zu treffen. Das Reagenzglas darf nur immer auf 1 bis 2 Sekunden 
aus dem Wasserbad von 15° hinausgenommen werden; je seltener und 
kiirzer man es hinausnimmt, desto genauer die Analyse. Stets werden Doppel- 
bestimmungen ausgefiihrt. 

Die Gelatinierung soll zwischen 10 und 60 Minuten erfolgen. Tritt sie 
vor 10 Minuten ein, so wird die zu untersuchende Lésung entsprechend ver- 
diinnt ; bei zu langer Gelatinierungszeit ist eine entsprechend konzentriertere 
Lésung herzustellen. 


e) Die Berechnung der Gelatinekonzentration erfolgt nach der Gleichung 
y = — 0,55 x + 1,8, 
wobei y die Konzentration in Prozenten ; x den Logarithmus der Minutenzahl 
(Gelatinierungszeit) bedeutet. 

f) Beispiel: Ein Tafelleim hat 84,3 Proz. Trockensubstanz. Die 
10proz. Lésung gelatinierte friiher, als 10 Minuten und wurde deshalb drei- 
mal verdiinnt. Die Lésung ist jetzt 3,33proz. und in bezug auf die Trocken- 
substanz 2,8lproz. Diese dreimal verdiinnte Lésung gelatinierte in 25 Mi- 
nuten ; sie enthalt der Formel entsprechend 1,03 Proz. Gelatine, bezogen auf 
die Lésung, und 36,65 Proz. Gelatine, bezogen auf die Trockensubstanz. 


Der untersuchte Tafelleim enthalt also 36,65 Proz. Gelatine. 


Zusammenfassung. 


1. Die bisherige Wertbestimmung einer Handelsgelatine oder einer 
Leimsorte mit Hilfe der Viskositaét ist wenig brauchbar. Sie wird von 
den verschiedensten Faktoren, wie Reaktion (pg), Alterserscheinungen, 
Salzgehalt, Inhomogenitaét usw. beeinfluBt und ist dadurch fehlerhaft. 


2. Das Charakteristikum einer Handelsgelatine oder eines Leimes 
ist die ,,gelatinierende Substanz‘‘. Handelsgelatine hat 70 bis 100, 
Leim 10 bis 40 Proz. ,,Gelatine. 


3. Es wird der Zusammenhang zwischen Gelatinierungszeit und 
Py der Lésung beschrieben. 

a) Die Kurve entspricht der Dissoziationskurve der Gelatine und 
zeigt einen scharfen Wendepunkt zwischen pa = 4,6 bis 5,9. Je asche- 
irmer ein Material ist, desto niher liegt der Umkehrpunkt bei px = 4,6. 
b) Zwischen pg = 7,0 bis 7,5 flacht sich die Kurve ab und geht 
mit der Abszissenachse praktisch parallel. Die Gelatinebestimmung 
wird in diesem px-Gebiet ausgefiihrt. 
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4. Die Gelatinierungszeit steht mit der Konzentration der Lésung 
in einem leicht zu tibersehenden Zusammenhang und entspricht der 
Formel 

y = — 0,55 x + 1,8, 


wobei y die Konzentration der Lésung in Prozenten, x den Logarithmus 
der Minutenzahl (Gelatinierungszeit) bedeutet. Die Gelatinekonzentra. 
tion wird auf den Gelatinegehalt einer Standardgelatine bezogen, dic 
von etwa 60 untersuchten Handelsgelatinesorten den héchsten Gelatine. 
gehalt hatte. 


5. Es wird eine Methode zur Bestimmung des Gelatinegehalts 
angegeben, die bei einer Gelatinierungszeit zwischen 10 bis 60 Minuten, 
in einer Fehlergrenze von maximal 2 Proz., iibereinstimmende Resultate 
ergibt. 
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Uber die Synthese des d,1-2,4-Dioxyphenylalanins 
(d, l-Resoreylalanins). 


Von 
Kinsaburo Hirai. 
(Aus der Kinderklinik der medizinischen Akademie zu Nagasaki.) 
(Eingegangen am 21. August 1926.) 


Es gibt verschiedene Methoden der Synthese von aromatischen 
Aminosiuren,: wie die altbekannte Hrlenmeyersche Synthese’), 
E. Fischersche Malonestersynthese*), Sérensensche Synthese mit Phthal- 
imidkalium), Wheeler und Hoffmannsche Hydantoinmethode*) usw. Die 
T. Sasakische Glycinanhydrid-methcde ) wurde wegen ihrer Einfachheit 
vielfach als eine sehr gute allgemein anwendbare Methode warm emp- 
fohlen. Seine Methode hat auch den groBen Vorteil, wie schon von ihm 
betont wurde, daB sie auch bei der Synthese von solchen Aminoséuren 
anwendbar ist, die einen gegen hydrolysierende Mittel empfindlichen 
Kern, z. B. den eines Polyphenols, besitzen; denn die Reduktion und 
hydrolytische Spaltung geht dabei in einer Operation vor sich. Durch 
die Anwendung seiner Methode hat Sasaki schon manche biochemisch 
sehr wichtige Aminosiuren, wie d,1]-Phenylalanin, 4d, 1-Tyrosin®), 
d, 1-Naphthyl- alanin®), d, 1-Furylalanin’), synthetisch bereiten kénnen. 
Er hat auch mich veranlaBt, nach seiner Methode Glycinanhydrid mit 
Vanillin zu kondensieren und nach Spaltung mit Jodwasserstoffsiure 
das bis dahin ziemlich schwer zugiingliche, jedoch wissenschaftlich in 
vielen Beziehungen interessante d, !-3, 4-Dioxyphenylalanin synthetisch 
darzustellen. Nach Publikation meiner Arbeit tiber die Synthese dieser 
Aminoséure vom Brenzkatechinkern*®) aus habe ich es unternommen, 


1) BE. Erlenmeyer jun., Ann. 275, 1, 1893.- 

2) E. Fischer, Ber. 87, 3062, 1904. 

3) Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 448, 1905. 

4) Wheeler und Hoffmann, Amer. chem. Journ. 45, 368, 1911. 

5) Takaoki Sasaki, Ber. 54, 163, 1921. 

8) Takaoki Sasaki und Jiro Kinose, diese Zeitschr. 121, 171, 1921. 
7) Takaoki Sasaki, Ber. 54, 2056, 1921. 

8) Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 114, 67, 1921. 
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nach dieser Methode auch das isomere d, 1-2, 4-Dioxyphenylalanin 
(d, l-Resorcylalanin) zu synthetisieren. Nach langjihriger Unter- 
brechung habe ich vor kurzem meine Arbeit wieder aufgenommen. 

Den Resorcylaldehyd, der dank der Gattermannschen Aldehyd- 
synthese ziemlich leicht aus Resorcin und wasserfreier Blauséure erhilt- 
lich ist, kondensierte ich direkt mit Glycinanhydrid und spaltete mit 
Jodwasserstoffsiure. Ich konnte dadurch nichts gewinnen. Erst durch 
Besetzung der Hydroxylgrupppen des Resorcylaldehyds mit Methy]l- 
resten ging der ProzeB ganz glatt vor sich. Das Kondensationsprodukt 
von Resorcylaldehyd-dimethylither mit Glycinanhydrid, das sich 
gut aus Eisessig umkristallisieren lie}, wurde mit Jodwasserstoffsaure 
gespalten. Das d, 1-2, 4-Dioxyphenylalanin hat in vielen biochemischen 
Beziehungen Interesse; genaue Kenntnis des chemischen Charakters 
dieser Aminosiure mag zum Auffinden solcher Aminosiuren in der 
Natur eventuell wichtige Dienste leisten. 

Vor allem interessierten uns die leicht oxydierbaren und die chemisch 
noch nicht exakt definierbare Farbstoffe bildenden Dioxyphenylalanine. 
Zwei von diesen, nimlich d,1-3,4-Dioxyphenylalanin und d, 1-2, 4- 
Dioxyphenylalanin, darzustellen ist mir gegliickt; es bleibt nur noch 
ein anderes Isomeres, das d, 1-2, 5-Dioxyphenylalanin, zu gewinnen 
iibrig. Die Darstellung desselben und Experimente tiber die biologische 
und pharmakodynamische Wirkung des d, 1-2,-4-Dioxyphenylalanins 
sind im Gange. 

Experimenteller Teil. 
1. Versuch zur Kondensation von Glycinanhydrid oder Hydantoin mit 
Resorcylaldehyd. 

Den Resorcylaldehyd stellte ich nach der Gatlermannschen Me- 
thode?) aus Resorcin und wasserfreier Blausiure dar. Das Gemisch von 
15,1 g Resorcylaldehyd, 5,0g Glycinanhydrid, 14,3g Natriumacetat 
und 22,3 g Essigsiureanhydrid wurde, wie iiblich, 64 Stunden lang im 
Olbad auf 160 bis 170° C erhitzt; nach dem Erkalten wurde das rétlich- 
schwarze Reaktionsgemisch zuerst mit heiBem Wasser, dann mit 
Alkohol gewaschen und darauf fein pulverisiert. Nach der Extraktion 
dieses Pulvers mit Eisessig und sodann mit heiBem Wasser wurde das 
Kondensationsprodukt mit Jodwasserstoffsiure gespalten. 8g Kon- 
densationsprodukt, 35ccm Jodwasserstoffsiure (D = 1,7) und 3,0g 
roter Phosphor wurden in zwei Portionen geteilt, in einem Rundkolben 
8 Stunden lang mit RiickfluBkihler gekocht und nach dem Erkalten 
vom roten Phosphor abfiltriert. Das klare Filtrat wurde mit verdiinnter 
Essigsiure angeséuert und mit 20proz. Bleiacetatlésung gefallt, wieder 
abfiltriert und das klare, farblose Filtrat mit Ammoniak versetzt. Der 


1) Gattermann, Ber. 32, 278, 1899. 
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blaBrote flockige Niederschlag wurde abgenutscht und in wenig Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach dem Ab- 
filtrieren von Bleisulfid wurde das Filtrat unter vermindertem Druck 
mit Wasserstoffdurchleitung stark eingeengt; der Riickstand wollte 
auch nach langem Stehen nicht kristallisieren. 

Durch Kondensation von Resorcylaldehyd mit Hydantoin konnte 
ich gleichfalls kein nennenswertes Resultat erhalten. 


2. Di-2, 4-methoxybenzalglycinanhydrid, 
(OCH,),—C, Hy -CH=C<{ 9“ c—cH—C, HOCH) 

Den Resorcylaldehyddimethylather erhielt ich durch Methylierung 
von Resorcylaldehyd mit Jodmethyl?) oder Dimethylsulfat. 

Nach der Vorschrift von 7’. Sasaki mischte ich 1 g getrocknetes 
feinpulverisiertes Glycinanhydrid, 3,5g Resorcylaldehyd -dimethyl- 
iither, 2,4 g wasserfreies Natriumacetat und 4,4g Essigsiureanhydrid 
in einem Rundkolben; dieses Gemenge wurde nunmehr 7 Stunden lang 
im Olbad von 160 bis 170°C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 
Wasser aufgenommen und nach dem Abnutschen mehrmals mit Alkohol 
gewaschen. Der Riickstand war eine kristallinische Substanz von 
goldgelber Farbe und wog nach der Trocknung im Vakuumexsikkator 
iiber Phosphorsiureanhydrid 3,0 g. Mithin war die Ausbeute 83,3 Proz. 
der Theorie. Nach einmaligem Umkristallisieren aus heiBem Eisessig 
erhielt ich schéne blaBgelbe, viereckige Prismen, die bei 286 bis 287° C 
(unkorrigiert) schmolzen. 

0,1442 g Substanz n/10 NH, 7,06 





0,10ll g - 0,2391 g CO, und 0,0474g H,O 
Ber. Gef. 
C22 Haz Oe Nz Pros. ae 
Cc | 6436 | 64,49 
H | 5,44 5,24 
N 6,83 6,86 


3. Spaltung des Di-2, 4-methoxybenzal-glycinanhydrids zu 
d, l-2, 4-Dioxyphenylalanin. 


OH 
os 
CH,—CH—COOH 


H, 
4g Kondensationsprodukt, 20 ccm Jodwasserstoffsiure (D = 1,7) 
und 1 g roter Phosphor wurden in einem Rundkolben unter RiickfluB- 


1) Tiemann und Parrisius, Ber. 18, 2370, 1880. 
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kiihlung 8 Stunden lang gekocht. Nach dem Erkalten wurde die Lésung 
mit Wasser verdiinnt und filtriert; das klare Filtrat wurde mit 20 ccm 
Eisessig angesaiuert. Wie bei der Darstellung von d, |-3, 4-Dioxy- 
phenylalanin, versetzte ich mit 20proz. Bleiacetatlésung. Das klare, 
farblose Filtrat wurde mit Ammoniak alkalisch gemacht und die dabei 
entstandene farblose, amorphe Masse nach dem Abnutschen sowie 
Waschen mit Wasser in wenig Wasser suspendiert und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Nach der Vertreibung von Schwefelwasserstoff 
durch einen Kohlensiurestrom wurde filtriert und das Bleisulfid mit 
H,O nachgewaschen. Die klare und farblose Lésung wurde unter 
vermindertem Druck mit Kohlenséuredurchleitung stark eingeengt 
und der dabei entstandene Riickstand mit schweflige Siure enthaltendem 
Wasser erwirmt und filtriert. Nach dem Erkalten fielen schéne, fast 
farblose Kristalle (viereckige Tefeln) aus. Diese wurden scharf ab- 
genutscht und mit wenig eisgekiihiten Wasser gewaschen und im 
Vakuumexsikkator tiber Phosphorsiureanhydrid getrocknet. Die 
Substanz wog 1,8 g nach der Trocknung, mithin betrug die Ausbeute 
47 Proz. der Theorie. 

Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus dem schweflige 
Saure enthaltenden Wasser umkristallisiert; die Substanz schmolz 
dann bei 223 bis 224°C (unkorrigiert) unter Zersetzung. 


0,1510 g Substanz n/10 NH, 7,63 





0.1273¢ ,, 0.2551 g CO, und 0,0636 g H,O 
CoHirON prow Pros. 
Cc 54,80 54,65 
H 5,63 5,59 
N 7,10 7,07 


Das d, 1-2, 4-Dioxyphenylalanin war leicht léslich in Wasser, aber 
schwer léslich in Aceton, Ather, Chloroform und Alkohol und reagierte 
neutral gegen Lackmuspapier. Die wisserige Lésung farbte sich schwach 
blau beim Zusatz von Ammoniak und dunkel griinlich-violett beim 
Zusatz von Eisenchloridlésung. 
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Die Genauigkeit der Bangschen Mikro-Blutlipoidbestimmung. 
Von 
Alfred Fleisch. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 24. August 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Analyse des Blutes auf seinen Lipoid- und Fettgehalt wird 
voraussichtlich eine haufige Untersuchungsmethode der Biochemie und 
der Klinik werden; einerseits wegen der zunehmenden Bedeutung von 
Cholesterin und Lecithin und andererseits wegen der Erforschung des 
Fettstoffwechsels. Aber fiir die Entwicklung einer Forschungsrichtung 
spielt immer die Bequemlichkeit und Genauigkeit der vorhandenen 
Methoden eine sehr wichtige Rolle. Fiir die quantitative Bestimmung 
der Blutlipoide stehen heute hauptsichlich zwei Methoden in Kon- 
kurrenz, nimlich die schon haiufig verwendete Bloorsche Methode, die 
etwa lccm Blut erfordert und auf Nephelometrie beruht, und die 
von Bang") inaugurierte Mikroanalyse, fiir deren relativ einfache 
Durchfiihrung nur etwa 100 mg Blut erforderlich sind. Nach den Be. 
funden von Bang an Trioleinlésungen mit 0,037 bis 0,935 mg Triolein 
ist die Genauigkeit eine gute, indem der Fehler in 70 Proz. der Versuche 
innerhalb 0,01 mg Triolein liegt. 

Damit ist natiirlich durchaus nicht gesagt, daB sich die Methode bei 
der Verwendung von Blut als Ausgangsmaterial ebenso bewahrt wie an 
einer reinen Trioleinlésung. Tatsiéchlich ist denn auch von J. Maas*) eine 
beinahe vernichtende Kritik dieser Bangschen Mikromethode veréffentlicht 
worden. Als ein Hauptfehler wird von J. Maas das Ablésen von Faserchen 
von den Papierblattchen bezeichnet, indem jede organische Verunreinigung 
bei der Analyse als Fett erscheint. Als zweiten Hauptfehler betrachtet 
Maas die inkonstante Temperatur, bei der die Oxydation des Fettes sich zu 
voilziehen hat. Auch mit reiner Trioleinlésung ist es Maas, angeblich bei 
exaktestem Arbeiten, nicht gegliickt, regelmaBig brauchbare Resultate 


1) Ivar Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. Miinchen, Berg- 


mann, 1922. 
2) J. Maas, diese Zeitschr. 144, 379, 1924. 
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zu erhalten. Von dhnlichen schlechten Erfahrungen berichtet auch 
H. Forster'), und Bing und Heckscher*) beurteilen die Bangsche Methode 
infolge der vielen Fehlerquellen als schwierig anwendbar. 


Da durch die obigen Urteile die Bangsche Methode als erledigt 
betrachtet werden kénnte, halte ich es fiir angebracht, iiber meine 
sehr zahlreichen Blutfettanalysen mit dieser Methode zu berichten, 
indem meine Erhebungen den schlechten Erfahrungen von Maas und 
Forster widersprechen. Allerdings waren meine ersten Analysen auch 
mit groBen Fehlern behaftet, die sich aber stark reduzierten, sobald 
die verschiedenen Fehlerquellen erkannt und eliminiert wurden. Nach- 
dem die Methode einma] erlernt war, wurde die von Bang*) angegebene 
Genauigkeit nicht nur erreicht, sondern sogar wesentlich iibertroffen. 

Da in einigen Punkten im Interesse gréBerer Genauigkeit kleinere 
Abweichungen von der Bangschen Vorschrift gehandhabt wurden, so 
soll die Methode kurz angedeutet werden. 


Die vorgingige Reinigurg der Papierblittchen geschah nicht durch 
Extraktion mit kochendem Alkohol, sondern durch zweimalige mehr- 
stiindige Extraktion mit Petrolither. Die Auffaserurg des Papiers ist 
dabei geringer. Starkes Schiitteln der Papierblaéttchen im Extraktior smittel, 
wie Forster anratet, ist zu vermeiden, da gerade dadurch das Papier stark 
auffasert. Vor der Verwendurg wird das Papierblattchen beidseitig kurz 
abgeblasen, um lose anhaftende Faserchen zu entfernen. Beim Aufsaugen 
des Blutes sollen die Rander und ramertlich die Ecken des Papierblattchens 
mit Blut getraénkt werden, da hier am ehesten Fasern abfallen, die durch das 
eintrocknende Blut fest verklebt werden. Die vollstaérdig lufttrockenen 
Blutblattchen werden mit 8 ccm nochmals destillierten Petrolathers (Siede- 
punkt 50 bis 70°) 10 Minuten Jarg extrahiert. Diese Extraktionszeit geriigt 
vollstandig, indem eine nochmalige Extraktion keine Lipoide mehr heraus- 
bringt. Das Blutblattchen wird mit ausgegliihtem Platindraht entfernt, dem 
Petroléther 1cem lproz. Natronlauge zugesetzt. 

Selbstverstandlich miissen die verwerdeten Probierréhrehen absolut 
rein sein. Sie werden vor Gebrauch mit vinem heiBen Chromsaure-Schwefel- 
sduregemisch gereinigt, dann griindlich mit Brunnenwasser und zuletzt mit 
destilliertem Wasser gespiilt und mit der Offnung nach abwarts getrocknet, 
ohne sie aber auf eiren Holzzapfen zu stecken. 

Fiir die Abdampfung des Petrolithers ist das von Bang empfohlene 
Sandbad wenig geeignet. Statt dessen verwendete ich eiren elektrischen 
Ofen von etwa 600 Watt, wie er fiir die Heizurg von kleiren Zimmern ver- 
wendet wird. Der Deckel des Ofens war mit Léchern versehen, in welche 
gleichzeitig 12 Probierréhrchen versenkt werden kérnen. Nur der oberste 
Zentimeter der etwa 40 ccm fasserden Probierréhrchen ragt aus dem Ofen 
heraus. Ein Uberkriechen des Petrolathers ist dabei vollstandig ausge- 
schlossen, da die Temperatur im oberen Tei] des Probierréhrchens wesertlich 
héher ist als im unteren Teil. Durch Isolierurg des elektrischen Ofens 
gegen Warmeverlust nach auBen steigt die Lufttemperatur im Ofen auf 


1) H. Forster, diese Zeitschr. 146, 562, 1924. 
2) Bing und Heckscher, ebendaselbst 149, 79, 1924. 
8) I. Bang, ebendaselbst 91, 86, 1918. 
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etwa 120°, so daB das Abdampfen des Petrolithers nach 4% Stunde in der 
Hauptsache beendigt ist. Um mit Sicherheit die letzten Spuren des Petrol- 
aithers zu entfernen, werden die Probierglaiser sofort bei Herausnahme aus 
dem Ofen durch die nichtruBende Flamme gezogen, bis die im Probierglas 
noch vorhandene Natronlauge auf die Halfte eingedampft ist. Nach Ab- 
kiihlung auf Zimmertemperatur wird genau 1 cemn/i0 Chromsaure (chemisch 
rein) zugesetzt und wieder gewartet, bis Zimmertemperatur erreicht ist. 

Spezielle Sorgfalt erfordert der Zusatz von 5ccm konzentrierter Schwefel- 
siure. Es darf nur konzentrierte Schwefelséiure pro analysi verwendet 
werden, aber auch da sind die Qualitéten sehr verschieden. Der Blindwert 
der Lésungen riihrt hauptsaéchlich von der nie ganz reinen Schwefelséure 
her. Es soll nur Schwefelséure verwendet werden, die sichtlich keine Ver- 
unreinigungen zeigt und deren Blindwert nicht gréBer ist, als 0,05 ccm 
Chromséureverbrauch entspricht. Die Schwefelséure soll méglichst wenig 
mit Luft in Beriihrung kommen, um ihre Verunreinigung mit Staub und 
ihre Verdiinnung zu verhindern. Auch die Geschwindigkeit des Schwefel- 
séurezuflusses ist von EinfluB. Deshalb mu8 die Schwefelsiure aus einer 
Biirette mit nicht gefettetem Hahn bei allen Versuchen mit derselben 
Geschwindigkeit in die Mitte des Probierglases einflieBen. Wahrend und 
nach dem Schwefelséurezuflu8 darf das Probierglas nicht auf einen guten 
Warmeleiter gestellt werden, da die Héhe der Temperatur nach Schwefel- 
séurezusatz mitbedingend ist fiir die Menge der verbrauchten Chromséure. 
Nach dem Schwefelséurezusatz mu8 das Probierglas geschiittelt und auch 
seine inneren Wande miissen méglichst hoch hinauf mit der Schwefelséure 
benetzt werden, da Bruchteile des Fettes an den Wanden haften. Umsonst 
habe ich versucht, durch kiinstliche Regulierung der Temperatur fiir die 
Fettoxydation bessere Resultate zu erzielen. Jeder Eingriff machte die 
Resultate schlechter. 

Nach dem Schwefelséurezusatz werden die Probierréhrchen mindestens 
15 Minuten lang im Holzgestel! sich selbst iiberlassen, dann mit destilliertem 
Wasser verdiinnt, der Inhalt in einen Erlenmeyer gegossen, die Probier- 
réhrchen dreimal nachgespiilt bis zu einem Gesamtvolumen von etwa 
150 ccm. Bis dahin ist mit Vorteil darauf zu achten, daB die Probierglaschen, 
wenn immer méglich, zugedeckt sind, um das Hineinfallen von Staub zu 
verhindern; denn jede organische Verunreinigung verbraucht Chromséure 
und erscheint folglich bei der Analyse als Fett. Nach Zusatz von 1 ccm 
5proz. Jodkaliumlésung und einigen Tropfen Starkelésung wird mit n/10 
Thiosulfatlésung auf 0,005ccm genau titriert, bis zum Verschwinden der 
blauen Farbe. 

Die Berechnung geschieht nach der Vorschrift von Bang, wobei der 
Blindwert der Lésungen von der zugesetzten Menge Chromséure zu sub- 
trahieren ist. Bei Verwendung von reiner Schwefelsiure und sauberem 
Arbeiten entspricht der Blindwert der Lésungen nur etwa 0,03 ccm Chrom- 
séure und variiert innerhalb Wochen gewéhnlich nur um + 0,005 cem. 

Bei Serienbestimmungen entfallt auf eine Analyse nur eine Arbeitszeit 
von etwa 10 Minuten. 


Versuche an einer Trioleinlésung. 


Nachdem die Methode einmal erlernt war, wurden 34 Analysen von 
durchschnittlich je 0,089 mg Triolein ausgefiihrt. Der durch die Bangsche 
Analyse gefundene Wert wird in Prozenten des fiir den betreffenden Versuch 
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berechneten Oleingehalts ausgedriickt. Diese Resultate sind in der Statistik 
von Tabelle I wiedergegeben und werden einer fehlerrechnerischen Be- 
handlung unterzogen, div entsprechend den Angaben von Fueter') aus- 
gefiihrt wird. Die einzelnen Fille werden in Klassen von der Breite w = 2 
(d. h. Fehler von 2 Proz.) eingeteilt und abgezaéhlt, wieviel Fille f(z) in 
jede Klasse zu liegen kommen. Jeder Klasse wird eine Nummer z gegeben 





Tabelle I. 
Klasse 
= s f() x.f(2) x. f(z) 

Proz. 

91— 93 —4d 1 — 4 16 
93— 95 —3 l — 3 9 
95— 97 —2 3 — 6 12 
97— 99 —1 3 — 3 3 
99—101 0 10 0 0 
101—103 +] ll + 11 ll 
103—105 +2 4 + 8 16 
105—107 +3 0 0 0 
107—109 +4 0 0 0 
109—111 +5 0 0 0 
111—113 + 6 1 + 6 36 

n= | Ze2f(z2z) = +9 Sx? , f(x) = 103 


Die Dispersion « (= mittlerer Fehler) der Versuchsreihe berechnet sich 
nach der Formel: 
w 
a= — Sh (2)—b, 


wobei n die Gesamtzahl der Beobachtungen und b ein Korrekturglied 
darstellt von der GréBe 


w 2 
b= — S 2.f (2) = aq°9 = 0,53. 


D‘e Berechnung ergibt fiir die Dispersion 
o = 3,44 Proz. 


In einer einwandfreien Statistik miissen zwei Drittel der Fille innerhalb 
der Dispersion liegen. Die drei Klassen mit den Nummern — 1,0 und + 1 
enthalten */,,, also mehr als zwei Drittel der Fille. 

Auf Grund der gefundenen Dispersion 148t sich iiber die Genauigkeit 
der Bangschen Fettanalyse folgendes aussagen : 

Fiir eine Mikromethode reprisentiert eine Dispersion von nur 3,44 Proz. 
eine gute Prdzision, namentlich wenn man bedenkt, daB diese 3,44 Proz. 
einer Trioleinmenge von nur 3.10—-*g entsprechen. Die schlechten Er- 
fahrungen, iiber die andere Autoren berichten, sind somit nicht der Methode 
zur Last zu legen. 


1) R. Fueter, Das mathematische Werkzeug des Chemikers, Biologen 
und Statistikers, 8. 229. Ziirich, Orell Fiissli, 1926. 
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Die gefundene Dispersion imponiert durch ihre Kleinheit noch mehr, 
wenn sie in Vergleich gesetzt wird mit dem Titrationsfehler. Es wurde mit 
Thiosulfat auf 0,005 ccm genau titriert. 0,005 ccm Thiosulfat entsprechen 
aber schon einer Fettmenge von 2. 10—* g und einem Fehler von 2,2 Proz. 
Der Hauptfehler liegt somit in der ungenauen Titration. Alle anderen Fehler- 
quellen konnten auf eine nur noch nebenséchliche Bedeutung reduziert 
werden. 


Der von Bang empirisch gefundene Wert, da8 1 mg Triolein 2,45 ccm 
Chromsaurelésung verbrauchen, entspricht auch meinen Befunden, indem 
bei Annahme dieses Wertes das arithmetische Mitte] simtlicher Bestim- 
mungen nur um 0,2 Proz. gréBer ist als die berechnete Menge Triolein. 


Versuche an Blut, 


Wenn auch die Mikrolipoidbestimmung an einer Trioleinlésung sehr 
exakte Resultate gibt, so braucht dasselbe fiir die Verwendung von Blut als 
Ausgangssubstrat noch nicht der Fall zu sein. Denn das Aufsaugen des 
Blutes, das Trocknen der Blattchen und die Fettextraktion kénnen neue 
eventuell groBe Fehler einfiihren. Dariiber kann nur die fehlerrechnerische 
Behandlung einer gréBeren Versuchsreihe AufschluB geben. Ein geeignetes 
Vorgehen ware, an ein und demselben Blute, das immer denselben Lipoid- 
gehalt aufweisen miiBte, eine groBe Zahl von Analysen durchzufiihren, um 
dann die Dispersion wie in der Statistik von Tabelle I zu berechnen. Ich 
wahite einen anderen Weg, der spezielle, nur fiir die Dispersionsberechnung 
anzustellende Versuche iiberfliissig machte. 

AnlaéBlich Untersuchungen iiber die hormonale Beeinflussung des 
Blutlipoidgehalts, woriiber in einer folgenden Arbeit berichtet wird, wurden 
etwa 2500 Analysen durchgefiihrt. Darunter sind 884 Analysen, die als 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt wurden. Diese 442 Doppelbestimmungen 
stellen an sich ein reichlich geniigendes Material dar, um die Prazision der 
Methode zu bestimmen. Der iiblichen Fehlerrechnung stellt sich aber eine 
Schwierigkeit entgegen, indem jeder Doppelbestimmung ein anderer Lipoid- 
gehalt des Blutes zugrunde liegt. Ich habe frither gezeigt'), auf welche 
Weise an einem solchen Material mit Doppelbestimmung»n einer variablen 
Unbekannten die Fehlerrechnung ausgefiihrt werden kann. In bezug auf 
die Berechnung selbst verweise ich auf die zitierte Abhandlung und gebe 
hier nur die Resultate. 

Die Mikrolipoidbestimmung wurde am Gesamtpetrolaitherextrakt des 
aus der Ohrvene entnommenen Kaninchenbluts ausgefiihrt ; es wurde somit 
von den Gesamtlipoiden nur Fett und Cholesterin, aber diese gemeinsam be- 
stimmt. Bei diesem Vorgehen betrigt die Dispersion der Einzelanalyse 
6 = 6,14. 10-* g Lipoidsubstanz. 

Wie in der friiheren Arbeit gezeigt wurde, ist die Beobachtungsreihe 
dieser 442 Doppelbestimmungen vom Gesichtspunkt der mathematischen 
Wahrscheinlichkeit aus einwandfrei, indem mehr als zwei Drittel der beob- 
achteten Fehler innerhalb dieser Dispersion liegen. Ferner stimmt die 
Fehlerkurve der Beobachtungsreihe sehr gut mit der theoretischen Gauf- 
schen Fehlerkurve iiberein, was das Hauptkriterium fiir eine einwandfreie 


1) A. Fleisch, diese Zeitschr. 177, 375, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 177. 30 
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Beobachtungsreihe darstellt. Daraus resultiert, daB alle gemachten Fehler 
zufalliger Natur sind, und daB zu verschiedenen Zeiten der Untersuchungen 
die Genauigkeit immer annéhernd dieselbe gewesen ist, obwohl Reagenziei, 
und Untersucher gewechselt hatten. Hingegen ist es nicht mdglich, aui 
Grund der Fehlerrechnung zu entscheiden, ob die Bangsche Methode 
wirklich die wahren Werte des Blutlipoidgehalts gibt. Diese Frage wire von 
wesentlichem Interesse, da die Bloorsche Methode im Vergleich zur Bang- 
schen wesentlich héhere Werte gibt. So findet Horiuchi!) im Kan‘nchenblut 
nach Bloor 0,28 bis 0,34 Proz. Fettsaéuren und 0,10 bis 0,11 Proz. Cholesterin, 
wahrend in meinen Versuchen der durchschnittliche Gehalt an Fett plus 
Cholesterin nur 0,0768 Proz. betrigt. 

Da in den jeweils untersuchten 100mg Blut der durchschnittliche 
Lipoidgehalt sémtlicher Doppelbestimmungen 76,8.10-*g betrug, so 
entspricht die gefundene Dispersion einem mittleren Fehler von 6,7 Proz. 
Bei Verwendung von Blut als Ausgangssubstrat ist also der mittlere Fehler 
beinahe doppelt so groB als bei Analyse einer Trioleinlésung. Diese Ver-. 
gréBerung der Dispersion geht natiirlich zum Teil zu Lasten der Methode. 
Die Blutentnahme selbst gibt zu Fehlern AnlaB, obwoh] das Kaninchenohr 
vorher mit Petrolither gereinigt wird. Dann summieren sich saimtliche 
Fehler, die beim zweimaligen Abwiagen der Blittchen, ferner beim Trocknen 
und bei der Extraktion entstehen. Aber zweifellos ist ein Teil der Disper- 
sionserhéhung nicht durch die Methode selbst bedingt. Bei der Fehler- 
rechnung wurde namlich die einzig mégliche Voraussetzung gemacht, dai 
den beiden Einzelanalysen einer Doppelbestimmung genau derselbe Blut - 
lipoidgehalt zugrunde liege, und das ist selbstversténdlich nicht immer der 
Fall. Namentlich dann, wenn die Vene bei der ersten Blutentnahme noch 
gut, bei der zweiten hingegen schlecht blutet, und langsam Trépfchen fiir 
Trépfchen herausgepreBt werden muB, ist es sehr wahrscheinlich, daB der 
Lipoidgehalt verschieden ist. Bei der Fehlerrechnung erscheinen aber solche 
effektive Verschiedenheiten des Blutlipoidgehalts als gemachte Analysen- 
fehler. Deshalb ist die berechnete Dispersion von 5,14 zweifellos zu groB, 
aber eine rechnerisch begriindete Korrektur ]48t sich nicht anbringen. Wir 
sind deshalb auf eine Schitzung angewiesen. Wenn wir die Zunahme der 
Dispersion von 3 auf 5,14. 10—*g bei der Analyse von Blutlipoiden anstatt 
von Triolein zur Halfte dem vergréBerten Analysenfehler und zur Halfte 
dem effektiv verschiedenen Blutlipoidgehalt zur Last legen, so betragt die 
Dispersion der methodischen Fehler eta 4. 10—® g = 5,2 Proz. des Blutlipoid 
gehalts. Das ist zweifellos eine gute Prdzision, die die Bangsche Mikrolipoid- 
bestimmung als sehr empfehlenswerte Methode erscheinen ]aBt. 

Es wurde im weiteren noch untersucht, in welcher Weise die Dispersion 
abhdngig ist von dem absoluten Lipoidgehalt des Blutes. Hierfiir wurden die 
Doppelbestimmur-gen in zwei Gruppen aufgestellt. Die erste Gruppe enthalt 
diejenigen Doppelbestimmungen, deren arithmetische Mittel niedriger sind 
als 90 . 10-* g Lipoid, die zweite Gruppe bekommt die Faille mit gréBerem 
arithmetischen Mittel. Die Resultate sind aus der Tabelle II ersichtlich, 
wobei zu vergegenwartigen ist, daB die in Tabelle II aufgefiihrten Dispersionen 
nicht nur die reinen Methodefehler, sondern auch effektive Verschiedenheiten 
des Blutlipoidgehalts der beiden Einzelanalysen einer Doppelbestimmung 
umfassen. 


1) Y. Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 345, 1920. 
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Tabelle II. 
. | : . . Dispersion 
= Zab! Durchschnittl. Extremste Dispersion Rng oe 
Fille, deren an : - in Proz. des 
. ; ’ d L halt Wert in 10-6 
arthinetiche Mitel | Sie | Wome | Mae | MAES | dtrchach 
unter 90.10-* . . 678 65 | 39— 90 4,55 7,0 
Saémtliche Fille . 884 76,8 | 39217 5,14 6,7 
iiber 90.10-* .. | 206 115 90—217 6,66 | 5,8 


Mit zunehmendem Lipoidgehalt der Blutprobe steigt somit der mittlere 
absolute Fehler an, aber die VergréBerung der Dispersion ist nicht einfach 
proportional der Vermehrung des Lipoidgehalts. Dies ist daraus ersichtlich, 
daB die Dispersion in Prozenten des durchschnittlichen Lipoidgehalts 
ausgedriickt mit zunehmendem Lipoidgehalt kleiner wird. 


Wenn der durchschnittliche Lipoidgehalt von Tabelle IT als Abszisse 
und die zugehérige Dispersion als Ordinate aufgetragen wird, so gibt die 
Verbindung der Ordinatenpunkte eine gerade Linie, welche die y-Achse 
im Ordinatenabstand + 2 schneidet. Dieser Wert von + 2. 10—* g ist die 
extrapolierte Dispersion fiir einen Lipoidgehalt von Nul] und entspricht 
gerade dem oben berechneten Titrationsfehler von 2.10—%g. Wenn wir 
die zweifellos verniinftige Annahme 
machen, daB die effektive Verschieden- 
heit im Blutlipoidgehalt der beiden zu 
einer Doppelbestimmung gehdérenden 
Einzelanalysen im Durchschnitt pro- { 

r 


Y 


portional ist zum absoluten Lipoid- 
gehalt, so 148t sich die allgemeine Be- 
ziehung zwischen Lipoidgehalt ZL und —— 
der zugehdrigen Dispersion o folgender- Ly 

maBen berechnen (Abb. 1): Abb. 1. 


T = konstanter Titrationsfehler = 2.10-*g, 0, = 4.10-*g = ge- 
fundene Dispersion infolge methodischer Fehler bei einem Lipoidgehalt des 
Blutes von L, = 76,8. 10-* . ¢ = gesuchte Dispersion infolge methodischer 
Fehler bei einem beliebigen Lipoidgehalt L. 


o—2.10° 


o,—3.10* ~ I, 
o = 0,026 L + 2. 10-6, 














Diese Gleichung fiir die Dispersion gilt natiirlich nur fiir ungefahr den 
Bereich von L, welcher meiner Versuchsreihe zugrunde liegt. 


Der gréBte Teil der Lipoidanalysen wurde vor den beicen Volorntiarinnen 
Fraulein ZL. Ziegler und Fraulein N. Birenstihl ausgefiihrt, denen ich 
meinen besten Dank ausspreche. 


Zusammenfassung. 


Eine groBe Serie von Blutlipoidbestimmungen nach der Mikro- 
methode von Bang wird der fehlerrechnerischen Behandlung unter- 
worfen und der mittlere Versuchsfehler (= Dispersion) berechnet. 


30* 
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Bei Analyse von durchschnittlich je 89.10-*g Olein betrigt dic 
Dispersion 3. 10~* g = 3,44 Proz. 

Bei der Verwendung von Kaninchenblut als Substrat, das einen 
mittleren Lipoidgehalt von 76,8 .10~¢* g (Fett + Cholesterin) enthalt, 
betrigt die Dispersion 4. 10~® g = 5,2 Proz. 

Die GréBe der Dispersion 6 variiert mit der zu bestimmenden 
Lipoidmenge Z entsprechend der Formel 

6 = 0,026 L + 2.10~*. 


Die Bangsche Mikrolipoidbestimmung besitzt somit eine hohe 
Konstanz ihrer Resultate. 
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Die hormonale Beeinflussung des Blutfettgehalts. 
Von 
Alfred Fleiseh. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 24. August 1926.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die groBe Bedeutung, die der Blutzuckerspiegel fiir die Erforschung 
des Diabetes und des Kohlehydratstoffwechsels erlangt hat, laBt das 
in den letzten Jahren zunehmende Interesse fiir den Fettgehalt des 
Blutes begreiflich erscheinen. Denn es besteht die Hoffnung, mit Hilfe 
des Blutfettgehalts und seinen Beeinflussungen Verstandnis fiir den 
Fettstoffwechsel und seine Regulierung zu erlangen. In diesem Sinne 
bilden die folgenden Untersuchungen einen Beitrag, in dem das 
Verhalten des Blutfettes unter dem EinfluB verschiedener Hormone 
untersucht wurde. 

Es kam dabei die Bangsche Mikromethode!) zur Anwendung, und 
zwar wurde immer der Gesamtpetrolitherextrakt ohne weitere Differen- 
zierung bestimmt, der Fette und Cholesterin gemeinsam enthalt. Wenn 
im folgenden der Kiirze halber einfach won Blutfett gesprochen wird, 
so ist damit immer der Gesamtpetrolitherextrakt, also Fett plus 
Cholesterin gemeint. Auf die Differenzierung von Fett und Cholesterin 
wurde verzichtet einerseits, weil die GréBe der erhaltenen Ausschlige 
gewohnlich nur gering war, andererseits, weil verschiedene Autoren, 
so namentlich Bloor®), gezeigt haben, daB Fett und Cholesterin sich 
gewohnlich gleichsinnig andern, wobei aber dem Fette in zeitlicher und 
quantitativer Beziehung der Vortritt zukommt. 

In bezug auf Genauigkeit der Methode sei auf meine friihere 
Publikation®) verwiesen, in welcher die FehlergréBe dieser Bangschen 
Mikrolipoidbestimmung einer eingehenden fehlerrechnerischen Behand- 





1) I. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. Miinchen, Bergmann 
1922. 

*) W. R. Bloor, Journ. of biol. Chem. 49, 201, 1921. 

8) A. Fleisch, diese Zeitschr. 177, 453, 1926. 
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lung unterzogen wurde mit dem Resultat, daB der mittlere Versuchs- 
fehler nur 4 . 10~* g Fett (= etwa 5 Proz.) betragt. 

Als Versuchstiere wurden Kaninchen verwendet, denen das . Blut 
in einer Menge von jeweils 100 mg aus der Ohrvene entnommen wurde. 


Die spontanen Variationen des Blutfettgehalts, 


Horiuchi*) gibt in seiner eingehenden Analyse des lipimischen Kom. 
plexes beim Kaninchen an, daB die Tages- und Wochenschwankungen nu: 
gering seien. Meine Erfahrungen stimmen damit nicht ganz iiberein. Aller- 
dings zeigt die Mehrzah] der Tiere Tagesschwankungen, die sich gewéhnlic! 
nur innerhalb 5 bis 10 Proz. bewegen; gelegentlich, wenn auch selten, sieht 
man aber doch ohne jede éuBere Beeinflussung innerhalb 1 bis 3 Stunden 
Erhéhungen und Senkungen des Blutfettspiegels, die bis zu 50 Proz. und 
dariiber betragen kénnen. In é&hnlicher Weise halten sich beim gréBeren 
Teil der Tiere die Schwankungen im Verlauf einer Woche in relativ engen 
Grenzen (etwa 20 Proz.) ,wahrend bei einigen Tieren dieWochenschwankungen 
sehr betrachtlich sein kénnen. Entweder kommen isolierte Spriinge bis auf 
das Doppelte oder die Halfte vor, oder der Blutfettspiegel schwankt in mehr- 
tagigem Turnus stark auf und ab. Ein Beispiel dieser letzteren Art ist in 
Abb. 1 wiedergegeben. Es ist zu betonen, daB diese Schwankungen die 
GréBe der Versuchsfehler um ein Vielfaches iibertreffen. 





60 
Si 








0 j 








Abb. 1. 
Spontane Schwankungen des Blutfettspiegels eines Kaninchens. Als Abszisse ist die Zeit in Tagen, 
als Ordinate der Blutfettgehalt in mg-Proz. aufgetragen. Die kleinen Kreise bedeuten Einzel- 
analysen, die schwarzen Punkte das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung. Die Strecke 
F, bedeutet die GréBe des mittleren Versuchsfehlers der Einzelbestimmung und die Strecke F, 
den mittleren Versuchsfehler des arithmetischen Mittels. 


Der EinfluB von Adrenalin auf den Blutfettspiegel. 


Das Adrenalin wurde zum Teil intravenés und zum Teil in, gréBeren 
Mengen subkutan verabreicht. Die Wirkung ist nicht einheitlicher Natur. 

Bei der intravenésen Injektion wurden relativ kleine Adrenalinmengen 
zwischen 0,1 und 1 mg pro Tier gegeben. Dabei tritt in den ersten 40 Minuten 
nach der intravenésen Injektion kaum eine Veraénderung des Blutfettes auf. 
Zwischen 40 Minuten und 3 Stunden hingegen sinkt der Blutfettspiegel 
in fiinf von sechs Versuchen langsam ab, und diese Depression, die 17 bis 
30 Proz. betrigt, halt etwa 24 Stunden an, worauf der Blutfettgehalt 


1) Y. Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 345, 1920. 
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wiederum zum Ausgangsniveau ansteigt. Von jedem dieser fiinf Versuche 
wurden fiir bestimmte Zeitabschnitte die Mittelwerte aus allen Fett- 
bestimmungen gebildet. Diese Mittelwerte sowie das Totalmitte] simtlicher 
fiinf Versuche sind in Tabelle I wiedergegeben. Im ganzen sind fiir diese 
fiinf Versuche 135 Fettanalysen ausgefiihrt worden. 


Tabelle I. 
Durchschnittlicher Blutfettgehalt in 10—*g pro 100mg Blut nach intra- 
vendser Adrenalininjektion. Mittelwerte fiir bestimmte Zeitabschnitte 


vor und nach der Injektion. 





Nr. Vor Injektion |) yi So'Min. | “bins Stan” 3 bis 24 Stdn, | Linger als 1 Tag 

16 79.0 814 69,0 65.5 _ 

16a 70.0 69.5 63.5 58.0 id 

18 63.0 65.2 49.0 44.0 64,0 

21 76.5 69.5 68,0 62,8 75.0 

23 64.0 63.0 55.3 49.2 53.0 
Totalmittel 70,5 69,7 60,9 55,9 64,0 


Sowohl aus jedem einzelnen Versuch wie auch aus dem Totalmittel 
von Tabelle I ist die Senkung des Blutfettgehalts, die im Mitte] 21 Proz. be- 
trigt, klar ersichtlich. In einem sechsten Versuch hingegen war das Resultat 
bei intravendéser Injektion einer mittleren Adrenalinmenge (0,25 mg) ein 
gegensatzliches. Die ersten 50 Minuten nach der Injektion blieb der Blut- 
fettgehalt konstant, dann aber setzte eine kontinuierliche Steigerung ein, 
die nach 24 Stunden das Doppelte der Ausgangswerte erreichte. Erst nach 
dem dritten Tage erfolgte eine sturzartige Riickkehr zum Ausgangsniveau, 
das wahrend weiterer 6 Tage annéhernd erhalten blieb. Ob es sich in diesem 
Falle um eine umgekehrte Adrenalinwirkung oder um eine zufallige Spontan- 
schwankung handelt, ist unentschieden. 

Das von Alpern und Collazo') am Hunde gefundene Resultat, da8 durch 
intravenése Adrenalininjektion die Blutlipoide etwas vermindert werden, 
wird durch die obigen Versuche auch fiir das Kaninchen als die gebréuchliche 
Reaktionsform gefunden. 

Ganz anders sind hingegen die Resultate, wenn grofe Adrenalinmengen, 
namlich 3 bis 6mg pro Kaninchen appliziert werden. Hierfiir wurde die 
subkutane Injektion verwendet, da die intravendse Injektion so groBer 
Mengen meistens zum Exitus fiihrt. Es wurden dariiber sechs Versuche 
mit zusammen 280 Fettanalysen ausgefiihrt. Die Reaktion wahrend der 
ersten Stunde nach der Injektion ist uncharakteristisch, manchmal Senkung, 
haufiger aber Steigerung des Blutfettgehalts. Im Verlauf der ersten 24 Stun- 
den nach der Injektion tritt viermal Erhéhung, einmal Konstantbleiben 
und nur einmal Senkung auf. Das Auffalligste bei allen sechs Versuchen ist 
aber, daB im Verlauf des ersten, manchmal aber auch erst im Verlauf des 
zweiten Tages nach der Injektion ein rascher und sehr intensiver Anstieg 
des Blutfetts erfolgt, der gewéhnlich nach 24 Stunden in der Hauptsache 
wiederum vorbei ist. Dabei werden 170 bis 250 und mehr Milligrammprozent 


1) Alpern und Collazo, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 35, 288, 1923. 
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Blutfett gefunden, Werte, wie ich sie am unbehandelten Kaninchen mit der 
Bangschen Methode nie gefunden habe. Abb. 2 ist ein Beispiel dieser 
Reaktionsform. 
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Abb. 2. 


Fettgehalt des Kaninchenblutes (Ordinate) nach subkutaner Injektion ( 4) von 3 mg Adrenalin. 

Die Abszisse gibt die Zeit in Minuten, bzw. Stunden, bzw. Tagen an. Die kleinen Kreise bedeuten 

Einzelanalysen, die schwarzen Punkte das arithmetische Mittel einer Doppelbestimmung. Die 

senkrechte Linie F, stellt die GréfSe des mittleren Versuchsfehlers einer Einzelanalyse, die 
Linie F2 den mittleren Versuchsfehler einer Doppelbestimmung dar. 





Da eine ahnliche Zacke wie bei Abb. 2 bei allen sechs Versuchen auf- 
getreten ist, mu8 sie als mit der Adrenalininjektion in urséchlichem Zu- 
sammerhang stehend anyenommen werden; dies um so mehr, als spontane 
Zacken am unbeeinfluBten Kaninchen doch selten sind und nicht dieses 
AusmaB erreichen. 

Wir miissen somit das gegensatzliche Resultat feststellen, daB beim 
Kaninchen kleine intravends gegebene Adrenalinmengen Senkung, grofe, 
subkutan applizierte Adrenalindosen hingegen exzessive Steigerung des Blut- 
fetigehalts erzeugen. 


Der Einflu8 von Acetylcholin. 


Das Acetylcholin wurde in sémtlichen Versuchen in einer einmaligen 
Injektion subkutan gegeben. Kleine Dosen bis zu 0,1 mg hatten keinen 
sicheren Effekt. Mengen zwischen 0,2 und 6 mg wurden in sieben Versuchen 
gegeben mit ziemlich einheitlicher Wirkung. % bis 1% Stunden nach der 
Injektion beginnt der Blutfettgehalt zu sinken und bleibt wahrend min- 
destens 1 bis 2 Tagen auf dem erniedrigten Niveau. In einigen Versuchen 
erfolgt der Wiederanstieg am dritten oder vierten Tage, in der Halfte der 
Versuche aber erst nach dem sechsten Tage. 

Um die zufalligen Spontanschwankungen des einzelnen Versuchs 
auf nebensachliche Bedeutung zu reduzieren, wurden fiir die verschiedenen 
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Zeitabschnitte eines Versuchs die Mittelwerte berechnet und das Total- 
mittel aus simtlichen sieben Versuchen gebildet (s. Abb. 3). 


Die Mittelwertkurve von 
Abb. 3 zeigt in der ersten Stunde a Mi ia dined sacitheadiniolanail 
nach der Injektion einen leichten 
Anstieg, der darin begriindet ist, ”—~~ 
daB bei den zwei Versuchen mit OX DA —- Wf, Vit 4p. Vets 
gréBter Acetylcholinmenge (3 und 
6 mg) direkt im AnschluB an ’ a ae 6 7 3 em 
die Injektion eine Steigerung Stunden lage 
des Blutfetts auftrat. Dadurch j : 
mind die achwache Senkung der 08.2, Suey, Onto mgtron) in 
iibrigen fiinf Versuche gegen Acetylcholin (J). Mittelwerte aus 7 Versuchen. 
Ende der ersten Stunde iiber- 
kompensiert. Die Mittelwertkurve erreicht das Minimum im Zeitabschnitt 
2 bis 6 Stunden nach der Injektion, und dieses Minimum bleibt wahrend 
24 Stunden nach der Injektion erhalten. Dabei betrigt die Senkung der 
Mittelwertkurve 20 Proz. des Ausgangsniveaus. Im Zeitabschnitt 1 bis 
3 Tage nach der Injektion beginnt der allmahliche Wiederanstieg, das 
Ausgangsniveau wird aber erst nach durchschnittlich einer Woche erreicht. 

In vier weiteren Versuchen wurde eine sehr groBe Menge Acetylcholin, 
naimlich 15 mg subkutan gegeben. Das Resultat ist ein ganz anderes. Die 
fiir kleine Acetylcholinmengen charakteristische Senkung bleibt aus, und 
an deren Stelle tritt gewéhnlich im Verlauf des ersten Tages eine starke 
Erhéhung des Blutfettgehalts auf, die das 11%- bis 4fache des Ausgangs- 
wertes erreicht. Diese Erhéhung dauert etwa 24 Stunden, worauf die Kurve 
wieder steil zur Norm abfallt, um gelegentlich spéiter nochmals eine starke 
Zacke nach oben zu machen. Abb. 4 gibt ein Beispiel dieser Reaktionsform. 
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Abb. 4. 


Fettgehalt des Kaninchenblutes nach subkutaner Injektion ( ¥ ) von 15mg Acetylcholin. 
Ubrige Legende wie bei Abb. 2. 








Acetylcholin wirkt somit sonderbarerweise ganz ahnlich wie Adreralin. 
Kleine Dosen erzeugen Senkung, groBe Dosen hingegen Erhéhung des Blut- 
fettgehalis. 


Die Wirkung von Leberextrakt auf den Blutfettgehalt. 


Wahrend wir heute schon einige grundlegende Kenntnisse iiber den 
Chemismus des Fettabbaues im Organismus besitzen, liegt die Regulierung 
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des Fettabbaues noch sehr im Dunkeln. Es existieren noch durchaus keine 
sicheren Anhaltspunkte, auf welchem Wege der Organismus die Mobili- 
sierung von Fett und die Intensitaét des Abbaues dosiert und reguliert. Und 
doch kann vom theoretischen Gesichtspunkt aus kein Zweifel sein, daB die 
Intensitét des Fettabbaues genau so reguliert ist, wie z. B. die Glykogenolyse 
durch Adrenalin und Insulin, oder wie irgend eine andere Funktion des 
Organismus. Es wurde schon wiederholt, so namentlich von Geelmuyden?) 
und Fleisch*), die Hypothese ausgesprochen, daB eventuell die Leber bei 
dieser Regulierung eine Rolle spielen kénnte. Diese Vorstellung griindet 
sich darauf, daB das Fett das zweite Reservebrennmaterial darstellt, das 
dann mobilisiert und dissimiliert werden mu8B, wenn die Vorrate an Leber- 
glykogen, dem ersten Reservebrennmaterial, absinken. Dementsprechend 
vertritt Geelmuyden den Standpunkt, daB die Glykogenarmut der Leber 
Fett mobilisieren und zur Leber wandern 1]aBt, in der dann die Umwandlung 
des Fettes in Zucker vor sich geht. Allerdings findet Geelmuyden bei Lebern 
von verstorbenen Diabetikern keine einfache Beziehung zwischen Fettgehalt 
und Glykogengehalt der Leber; auf jeden Fall kénne man nicht sagen, je 
mehr Glykogen desto weniger Fett. 

Zweifellos erscheint die Hy pothese, da8B die Fettmobilisierung unter 
anderem auch von der Leber aus erfolgen kénne, als durchaus plausibel. 
Es wurde deshalb untersucht, ob sich fiir diese Anschauung experimentelle 
Anhaltspunkte gewinnen lassen. Hierfiir schien mir der Blutfettgehalt 
ein geeignetes Beobachtungsobjekt zu sein, indem irgend eine Beeinflussung 
der Fettmobilisierung voraussichtlich den Blutfettgehalt andern diirfte. 
Da méglicherweise die Leber auf hormonalem Wege EinfluB auf die Fett- 
mobilisierung besitzen kénnte, so wurde die Wirkung von Leberextrakt auf 
den Blutfettgehalt untersucht. 

Als Testtiere dienten Kaninchen. Die Lebern stammten von durch 
Nackenschlag getéteten Kaninchen und Meerschweinchen. Die frische 
Leber wurde zuerst mit Glassand etwa 10 Minuten lang zu einem feinen 
Brei zerrieben und dann mit der doppelten Menge Kochsalzlésung nochmals 
verrieben. Nach Abzentrifugieren und Filtrieren wurden von dem stark 
eiweiBhaltigen Leberextrakt 10 ccm intravendés injiziert. Im Verlauf eines 
Versuchs wurden et‘va 30 Blutproben am anderen, nicht fiir die Injektion 

_verwendeten Ohr ertnommen, um eine méglichst kontinuierliche Kurve 
des Blutfettgehalts zu erlangen. 

Zehn solche Versuche mit ungekochtem Leberextrakt ergaben ein 
prinzipiell iibereinstimmendes Resultat. In den ersten 5 bis 8 Minuten nach 
der Injektion ist der Fettgehalt leicht erniedrigt oder manchmal auch 
unveraéndert. Nach der achten Minute steigt der Blutfettgehalt regelmaBig 
deutlich an und erreicht gewéhnlich um die 20. Minute nach der Injektion 
den Héhepunkt. Diese Steigerung gegeniiber dem Niveau vor der Injektion 
betragt 10 bis 40 Proz. Sie ist aber nur von kurzer Dauer, indem das Blut- 
fett 30 bis 50 Minuten nach der Injektion zuerst rasch und dann langsam 
abfallt. Der verlangsamte Abfall dauert gewéhnlich wahrend des ganzen 
ersten Tages an und erniedrigt den Blutfettgehalt unter das Ausgangs- 
niveau. Bei fiinf Versuchen wurde das Blutfett wahrend 1 bis 2 Wochen 
taéglich weiter bestimmt, und da zeigte sich in zwei Versuchen, daB das 
Minimum erst am fiinften Tage nach der Injektion erreicht wurde. 


1) H. Ch. Geelmuyden, Acta, med. skand. 58, 381, 1920. 
2) A. Fleisch, Schweiz. med. Wochenschr. 1924, Nr. 49. 
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Um die systematischen, durch die Injektion bedingten Anderungen 
méglichst isoliert von zufalligen Spontanschwankungen beurteilen zu 
kénnen, wurden fiir jeden Versuch die Mittelwerte fiir bestimmte Zeit- 
abschnitte gebildet und darauf die Totalmittel simtlicher zehn Versuche 
fiir die korrespondierenden Zeit- 
abschnitte berechnet. Diese Total- 80-— 4 a 
mittelwerte sind in Abbildung 5 Dy eas © Sage Oe 
graphisch dargestellt. 

Durch diese Bildung der Mittel- 
werte wird die Intensitat der Aus- 50 “te 4 2 7 oe 
schlage allerdings verkleinert, weil ~ ~ 
in einem bestimmten Zeitabschnitt, Stunden lage 
z. B. 8 bis 30 Minuten, die Kurve Abb. 5. 


des Einzelversuchs entweder erst Blutfettgehalt von Kaninchen (Ordinate) nach 
Injektion von ungekochtem Leberextrakt. Mittel- 


vom Normalwert zum Gipfel an- Jone ous sehn Versuchen. Dic Ordinate des 
steigt, oder aber im anderen Ver- letzten Zeitabschnittes (7 bis 14 Tage) ist un- 
such bereits wieder im Abfallen sicher, da nur drei Versuche so lange ausgedehnt 
begriffen ist. werden. 

Da in den ersten 8 Minuten nach der Injektion der Blutfettgehalt leicht 
erniedrigt ist, so resultiert mit Sicherheit, daB die im Zeitabschnitt 8 bis 
30 Minuten erscheinende Steigerung nicht etwa durch den Fettgehalt des 
injizierten Leberextrakts bedingt ist. 

Wenn auch die Steigerung im Zeitabschnitt 8 bis 30 Minuten von im 
Mittel 13,4 Proz. gegeniiber dem Niveau vor der Injektion nicht groB ist, 
so ist sie doch iiber ailen Zweifel erhaben, indem sie regelméBig in allen Ver- 
suchen auftrat. Das gleiche ist zu sagen von der Senkung des Blutfettspiegels 
um 14,6 Proz. unter das Ausgangsniveau im Zeitabschnitt 2 Stunden bis 
1 Tag. Bei der Halfte dieser zehn Versuche stammte die Leber von einem 
Tier, das wahrend zweier Tage gehungert hatte. Es lieB sich aber kein deut- 
licher Unterschied in der Intensitaét und Art der Wirkung finden gegeniiber 
Leberextrakten von gefiitterten Tieren. 

Da der verwendete Leberextrakt sehr eiweiShaltig ist, wurde untersucht, 
ob EnteiweiBung durch kurzes Kochen und nachherige Filtration die ge- 
fundenen Wirkungen vernichtet. Dies ist indes nicht der Fal]. Es tritt bei 
kurzem Kochen nur eine Abschwaichung der Wirksamkeit ein, aber die 
charakteristische Reaktion bleibt, wenn auch etwas abgeschwiacht, erhalten. 
Langes Kochen hingegen scheint die Wirksamkeit zu vernichten. 

Der Leberextrakt besitzt somit zweifellos eine Wirkung, und zwar eine 
biphasische, auf den Blutfettgehalt. Jedoch sind wir von der Méglichkeit einer 

eutung der Befunde noch weit entfernt. Denn jede Veranderung des 
Blutfettgehalts kann verschiedene Ursachen haben. Abgesehen von einer 
Beeinflussung der Resorptionsgeschwindigkeit aus dem Darm kann z. B. die 
Erhéhung des Blutfettgehalts verursacht sein: 

1, durch verstaérkte Mobilisierung aus den Fettdepots, oder 

2. durch verminderte Aufnahme in die Fettdepots oder in die Fett 
verarbeitenden und dissimilierenden Orte. 

Desgleichen kann eine Senkung des Blutfettgehalts auftreten bei 
verminderter Fettmobilisierung, oder bei vermehrter Fettdeponierung, oder 
bei erhéhtem Fettverbrauch. Das Blutfett stellt eben, genau wie der Blut- 
zucker, ein Durchgangsstadium dar, dessen. Niveau ohne die Kenntnis 
anderer Faktoren keinen direkten RiickschluB8 gestattet iiber das Ver- 
haltnis und die Anderungen von Zu- und AbfluB. Die Verhaltnisse liegen 
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hier ganz ahnlich wie bei einer Anderurg des Blutdrucks, indem eine Blut- 
drucksenkung sowohl bei vermindertem Herzminutenvolumen als auch 
bei vermehrtem Abflu8 nach der Peripherie resultiert. 

Folgende Uberlegurg schien einen Schritt weiter zu helfen: Wenn eine 
Senkurg des Blutfetts durch erhéhte Entnahme von Fett aus dem Blute 
bedingt ist, so wird voraussichtlich eine experimentelle Steigerurg des 
Blutfettgehalts durch intravenése Fetteinspritzurg rascher verschwinden 
als unter normalen Verhaltnissen. Dieses Phinomen diirfte aber fehlen, 
wenn die Senkung des Blutfettgehalts nur durch eine Bremsung der Fett- 
mobilisierung bedingt ist. Dementsprechend wurde das Verhalten des 
Blutfetts nach intravenéser Fetteinspritzung untersucht, das erste Mal am 
normalen Tier und dann ein zweites Mal am gleichen Tiere, nachdem es 
einige Tage vorher Leberextrakt erhalten hatte. 

Fiir die intravendse Fettinjektion wurde zum Teil etwa 0,5 g Triolein, 
das mit etwas Natriumcarbonat und Kochsalzlésung fein emulgiert war, 
verwendet, zum Teil wurde Milch zentrifugiert und der Rahm mit Kocb- 
salzlésung verdiinnt injiziert. Bei diesen Versuchen wurde der Leberextrakt 
immer subkutan gegeben, weil er so viel besser ertragen wird als bei der 
immer etwas gefahrlichen intravenésen Injektion. Die Anderungen des 
Blutfettgehalts durch den Leberextrakt sind bei der subkutanen Appli- 
kationsweise allerdings wesentlich schwacher als bei der intravendsen 
Injektion. 

Im ganzen konnte an vier Kaninchen die Versuchsreihe vollstandig 
durchgefiihrt werden. Das Resultat war in allen vier Versuchen einheitlicher 
Natur in dem Sinne, daB eine intravendse Fettinjektion an einem mit 
Leberextrakt vorbehandelten Kaninchen zu einem kleineren und kiirzer 
dauernden Anstieg des Blutfettes fiihrt als die gleiche injizierte Fettmenge 
am normalen, d. h. nicht unter Leberextraktwirkung stehenden Tiere. 
Abb. 6 gibt ein Beispiel, das ungefahr der mittleren Reaktionsintensitat 
simtlicher vier Versuche entspricht. 
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Abb. 6. 


Blutfettgehalt eines Kaninchens (Ordinate) bei intravendser Injektion von je 0,18 g Rahmfett. 
Beim senkrechten Strich von Abschnitt I wird 0,18 g Rahmfett injiziert. 4 Tage spiter bei II be- 
kam das Kaninchen 10 ccm ungekochten Leberextrakt subkutan. Am 6. Tage nach der Injektion 
des Leberextraktes beim senkrechten Strich von III nochmals 0,18 g Rahmfett intravends. 13 Tage 
nach Injektion des Leberextrakts bekommt das Kaninchen bei [V nochmals 0,18 g Rahmfett. 
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Auffallig ist einmal, wie auBerordentlich rasch die injizierte Fettmenge 
wieder aus dem kreisenden Blute verschwindet, eine Beobachtung, die 
auch schon von Bloor gemacht worden ist.’ Spiatestens nach 8 Minuten ist 
der Fettgehalt wieder annéhernd auf das Ausgangsniveau gesunken. 

Bei allen Fettinjektionen war die erste Blutentnahme (selbstverstandlich 
aus der Vene des anderen Ohres) 0,8 Minuten nach der Injektion gemacht 
worden. Im Kurvenabschnitt ITI von Abb. 6, wo das Kaninchen unter 
der Wirkung des Leberextrakts steht, ist in diesem Zeitmoment der Fett- 
gehalt wesentlich niedriger als in den Kurvenabschnitten I und IV, wo keine 
Wirkung von Leberextrakt vorhanden ist. Auch die Riickkehr zur Norm 
erfolgt bei III deutlich rascher als bei den Abschnitten I und IV. 

In bezug auf die anderen drei Versuche ist folgendes zu referieren: 
Bei einem Versuch ist der Unterschied gleich stark wie bei dem Versuch von 
Abb. 6. Beim dritten Versuch ist der Unterschied sehr viel ausgesprochener, 
indem hier bei der Fettinjektion am unter Leberextraktwirkung stehenden 
Tiere iiberhaupt kein Anstieg des Blutfetts erfolgt, wihrend die Fettinjektion 
in Abschnitt I und IV zu ungefaéhr demselben Anstieg wie in Abb. 6 fiihrt. 
Beim vierten Versuch ist der Unterschied ebenfalls deutlich, aber etwas 
weniger stark als in Abb. 6. 

Soweit aus nur vier Versuchen mit allerdings einheitlichem Resultat 
geschlossen werden kann, erscheint es somit als wahrscheinlich, daB die 
Injektion von Leberextrakt im Organismus Anderungen schafft im Sinne 
einer rascheren Ablagerung des Fettes. Die oben beschriebene Senkung 
des Blutfettspiegels wahrend 1 bis 6 Tagen nach der Injektion von Leber- 
extrakt scheint somit nicht durch eine verminderte Fettmobilisierung aus 
den Fettdepots, sondern durch gréBere Aviditét der Zellen verursacht zu 
sein. Ob diese vergréBerte Aviditaét fiir Fett die Speicherungsorte oder 
aber die Stellen des Fettabbaues betrifft, kann auf Grund dieser Versuche 
nicht entschieden werden. 

Wenn durch diese Versuche auch gewisse Anhaltspunkte dafiir ge- 
wonnen wurden, da8B die Leber eventuell in hormonaler Beziehung zum 
Mechanismus der Fettwanderung steht, so betrachte ich immerhin den 
Beweis fiir eine soleche Anschauung als noch nicht erbracht. 


Zusammenfassung. 


Mit der Bangschen Mikromethode wird am Kaninchen der Blut- 
fettgehalt, d. h. der Gesamtpetroliatherextrakt, der Fett plus Cholesterin 
enthalt, untersucht. 

Die spontanen Tages- und Wochenschwankungen beim Kaninchen 
liegen gewohnlich innerhalb +- 20 Proz., sie kénnen aber bei einzelnen 
Tieren ausnahmsweise auch sehr betrichtlich werden. 

Intravenése Injektionen von 0,1 bis 1 mg Adrenalin erzeugen 
meistens waihrend 24 Stunden eine Senkung des Blutfettgehalts um 
17 bis 30 Proz. GroBe Adrenalinmengen von 3 bis 6 mg subkutan 
appliziert, verursachen im Verlauf des ersten oder zweiten Tages einen 
intensiven Anstieg des Blutfettes auf das 2- bis 4fache, der gewéhnlich 
nach 24 Stunden wieder vorbei ist. 

Kleine Dosen Acetylcholin (0,2 bis 6 mg) erzeugen wahrend einigen 
Tagen eine Depression des Blutfettgehalts um durchschnittlich 20 Proz. 
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3r6éBere Mengen Acetylcholin (15 mg) erzeugen wahrend 24 Stunden 
eine Erhéhung des Blutfettspiegels auf das 114- bis 4fache des Aus- 
gangswertes. 

Auf theoretischen Gesichtspunkten basierend, erscheint eine von 
der Leber ausgehende hormonale Beeinflussung der Fettmobilisierung 
und des Fettabbaues plausibel, weshalb der EinfluB von Leberextrakt 
auf den Blutfettspiegel untersucht wird. Sowohl frischer als auch 
kurz gekochter Leberextrakt beeinflu&t effektiv den Blutfettgehalt im 
Sinne einer initialen Steigerung mit konsekutiver, tagelanger Depression. 
Da wiahrend der depressiven Wirkung des Leberextraktes eine intra- 
venése Fettinjektion zu einem wesentlich geringeren und _kiirzer 
dauernden Anstieg der Blutfettkurve fiihrt als am normalen Tiere, so 
erscheint als wahrscheinliche Deutung, daB der Leberextrakt zu einer 
vergréBerten Fettaviditat der Zellen fiihrt. 
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Uber die Wirkung 
des Kohlenoxyds auf den Stoffwechsel der Hefe. 


Von 
Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 
(Eingegangen am 24. August 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Da Kohlenoxyd bei niedriger Temperatur mit Schwermetall- 
verbindungen reagiert, z. B.: 
CO + Hiamoglobin = CO-Hamoglobin, 
CuCl + 2H,O + CO = CuCl 2 H,OCO}), 
Na, [Fe (CN); N H,] + CO = Na, [Fe(CN),CO] + NH,?), 
so lag es nahe, zu untersuchen, ob Kohlenoxyd die Zellatmung hemmt. 


Als Versuchsmaterial benutzte ich Biackerhefe, suspendiert in 
glukosehaltiger, saurer Phosphatlésung (m/20 K H,PO,, m/18 Glucose). 
Das Kohlenoxyd entwickelte ich durch Eintropfen von Ameisensiure 
in erwairmte konzentrierte Schwefelsaiure und reinigte es durch Waschen 
mit starker Kalilauge. Es wurde in einem graduierten Quecksilber- 
gasometer aufgefangen und hier mit Sauerstoff oder mit Sauerstoff 
und Stickstoff gemischt. Die genaue Zusammensetzung des Gas- 
gemischs bestimmte ich gasanalytisch nach Haldane. 

Ich teile die Versuche in folgenden Abschnitten mit: 

I. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung. 
Il. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Garung. 
III. Garung in Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen. 
IV. Wirkung des Lichtes. 
V. EinfluB der Wellenlinge des Lichtes. 
VI. Zusammenfassung. 
VII. Protokolle. 


1) W. Manchot, Chem. Ber. 58, 984. 
2) Derselbe, ebendaselbst 45, 2869, 1912; W. Manchot und Woringer, 
ebendaselbst 46, 3514, 1913. 
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I. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung. 


Zur Messung der Atmung benutzte ich GefaBe nach Abb.1. Der 
Rauminhalt betrug etwa 15 ccm. In den Hauptraum A fiillte ich 2 ccm 
einer Hefesuspension, die einige Milligramm Hefe enthielt, in den 
Einsatz Z und die Birne B 5proz. Kalilauge zur 
Absorption der Atmungs- und Giérungskohlen- 
siure. Waren die GefiBe durch Schliff mit 
ihren Manometern verbunden, so wurden die 
Gasriitume mit Gasmischungen verschiedener Zu- 
sammensetzung gefiillt. Dann wurde bei 20 oder 
37,5° im Wasserthermostaten geschiittelt. In 
jedem Falle tiberzeugte ich mich durch Variation 
der Schiittelgeschwindigkeit, daB die Mano- 
meterausschlige unabhingig von der Schiittel- 
geschwindigkeit waren, eine notwendige und 
leicht auszufiihrende Kontrolle. Aus den Mano- 
meterausschlagen h wurde der verbrauchte Sauer- 
stoff zp, nach der Gleichung 








tx 








Abb. 1. 
“oO, = hKo, 

berechnet, wo Ko, die GefaSkonstante fiir Sauerstoff bedeutet. Zur 
Orientierung tiber die GréBe des Hefestoffwechsels diene die Angabe, 
daB 1 mg Hefe (Trockensubstanz) bei 20° und in glucosehaltiger 
Phosphatlésung unter Normalverhaltnisssen pro Stunde 50 bis 100 cmm 
Sauerstoff verbraucht und anaerob etwa das doppelte Volumen an 
Garungskohlensiure entwickelt. 

Der Gesamtdruck bei allen Versuchen war gleich dem Barometer- 
stand. Je héher also der Kohlenoxyddruck, um so niedriger war der 
Sauerstoffdruck in den Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen, und zwar 
lag der Sauerstoffdruck zwischen 165 und 31 mm Hg. Innerhalb dieses 
Druckintervalls nimmt die Atmung der Hefe mit sinkendem Sauerstoff- 
druck ein weniz ab, um so mehr, wie es schien, je héher die Temperatur. 
Die Ursache dieser Abnahme zu ermitteln, ware ein interessantes 
Thema. Fiir diese Arbeit bedeutete die Anderung der Atmung mit dem 
Sauerstoffdruck eine unerwiinschte Komplikation. Sie wurde eliminiert, 
indem Kohlenoxydversuch und Kontrollversuch bei gleichen Sauerstoff- 
drucken ausgefiihrt wurden. 

Die Versuchszeit betrug 30 bis 60 Minuten. Als Ma8 der Kohlen- 
oxydwirkung diente die prozentische Atmungshemmung 

A,—A 
Ay 
wo A, die Atmung ohne Kohlenoxyd und A die Atmung bei Gegenwart 
von Kohlenoxyd bedeutet. 
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Tabelle I enthalt das Ergebnis der Messungen. Die Versuche 1 
und 5 der Tabelle sind durch die Protokolle 1 und 2 (Abschnitt VII) 
ausfiihrlich beschrieben. Tabelle I zeigt, daB Kohlenoxyd die Atmung 
der Hefe hemmt, und zwar, je nach der Zusammensetzung des Gas- 
gemisches, in den angefiihrten Versuchen um 22 bis 77 Proz. Wichtig 
ist dabei, daB es nicht nur auf den Kohlenoxyddruck, sondern auch auf 
den Sauerstoffdruck ankommt. Beispielsweise betrug die Atmungs- 
hemmung bei einem Kohlenoxyddruck von 583 mm 24 oder 72 Proz., 
je nachdem der gleichzeitig herrschende Sauerstoffdruck hoch oder 
niedrig war. Wichtig ist ferner, daB die Hemmungen durch Kohlenoxyd 
volistandig reversibel sind (vgl. Protokoll 1). Mit Kohlenoxyd be- 
handelte Hefe, in kohlenoxydfreies Gas zuriickgebracht, atmete nicht 
schwicher, sondern eher ein wenig starker als die Kontrollhefe. 


Tabelle I. 


Atmung der Hefe in Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen. 








. Temperatur Gasmischung in Vol.-Pros. | Gasdrucke in mm Hg b—» ~~ I 
°C co O, co | OG Proz. 
, on 80,1 19.9 590 146 35 
' 88.6 11,4 650 S4 61 
i" a8 80,7 19,3 568 136 38 
- itn 87,7 12,3 ] 615 . 87 60 
3 375 78 22 550 155 22 
: “9 90.6 9,4 638 66 55 
4 20 78.8 21,2 582 157 24 
b th 79,0 44 585 325 || 72 
. 5 768 23,2 540 164 || S84 
: ” 74,7 53 525 37,3 77 
: = 80 20 570 142 36 
6 37,5 80 44 70 313 | % 


Bezeichnen wir im folgenden den sauerstoffiibertragenden Bestand- 
teil des Atmungsferments kurz als ,,Atmungsferment“, so folgt aus den 
mitgeteilten Versuchen, daB sich das Atmungsferment mit Kohlenoxyd 
verbindet und in dem Fermentmolekiil diejenige Stelle besetzt, die 
normalerweise mit Sauerstoff reagiert. Hierdurch wird die sauerstoff- 
iibertragende Tiatigkeit des Ferments gehemmt. 

Ahnlich wie Hamoglobin reagiert also das Atmungsferment sowohl 
mit Kohlenoxyd als auch mit Sauerstoff. Abweichend von Himoglobin 
bindet das Atmungsferment Sauerstoff fester als Kohlenoxyd. Deshalb 
kann man zwar aus Hamoglobin den Sauerstoff durch kleine Kohlen- 
oxyddrucke austreiben, aber es bedarf relativ groBer Kohlenoxyd- 
drucke, um die Atmung durch Kohlenoxyd zu hemmen. 

Biochemische Zeitschrift Bend 177. 31 
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Fir die Verteilung des Hamoglobins zwischen Kohlenoxyd und 
Sauerstoff gilt angenahert die Gleichung 


HbO, poo %o 
HbCO po, «ao, 


Analog kénnte man daran denken, daB der Ausdruck 


= konst. 


“a Pco &co 
l1—a po, “0, 
Be x 
konstant sei, wo a = ist. Wie es scheint und man nach Tabelle I 


Ay 


kontrollieren mag, ist dieser Ausdruck nicht konstant, sondern wird 
mit steigenden Kohlenoxyddrucken kleiner. Dies bedeutet, dab 
die Atmungshemmungen mit steigenden Kohlenoxyddrucken starker 
zunehmen, als die Formel verlangt. 

Die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung der Hefe ist 
schwacher als die Wirkung der Blausiure. Blausiure hemmt die Atmung 
der gleichen Heferasse — in saurer, glucosehaltiger Phosphatlésung — 
fast vollstandig beieiner Konzentration von 10~* Mol./Liter, wahrend die 
hier angewandten Kohlenoxydkonzentrationen, die nur unvollstandig 
hemmen, von der GréBenordnung 10~* Mol./Liter sind. 

Neben der Bickerhefe habe ich auch Bierhefe als Versuchsmaterial 
benutzt, sowie einen aus Luft geziichteten Kokkus (,,Mikrococcus candi- 
cans“ des Berliner Hygienischen Instituts) und rote Blutzellen der 
Gans. Bierhefe und Kokkus verhielten sich gegen Kohlenoxyd wie 
Backerbefe. Dagegen wurde die Atmung der roten Vogelblutzellen nur 
wenig durch Kohlenoxyd gehemmt. Ich bemerke noch, daB Gewebs- 
schnitte fiir Koblenoxydversyche ungeeignet sind, weil man die 
Schnitte nicht so diinn herstellen kann, wie es der niedrige Sauerstoff- 
druck, bei dem man arbeiten muB, verlangt. 


Il. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Girung. 


Um die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Garung der Hefe zu 
untersuchen, verglich ich die Garung in Stickstoff mit der Garung in 
Kohlenoxyd. Hierbei bemiihte ich mich, den Sauerstoffdruck so tief 
als méglich herabzudriicken, weil nach den oben mitgeteilten Er- 
fahrungen an eine Konkurrenz zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd zu 
denken war. Als Absorptionsmittel fiir Sauerstoff benutzte ich gelben 
Phosphor. Der Einsatz Z des MeBgefaiBes (Abb. 1) enthielt statt Kali- 
lauge Wasser, in das ein Staébchen frisch geschmolzenen Phosphors zur 
Hilfte eintauchte. Die Giarungsmessungen begannen, nachdem die 
GefiBe 30 Minuten geschiittelt worden waren, so daB der Phosphor 
Zeit hatte, den Sauerstoff aus dem Gasraum zu absorbieren. 
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Es zeigte sich, daB Kohlenoxyd bei dem Druck von einer Atmo- 
sphare die Girung nicht hemmt. Die Girungen in Kohlenoxyd und in 
Stickstoff waren gleich (vg). Protokoll 3). Kohlenoxyd ist also eine Sub- 
stanz, mit der man, ahnlich wie mit Blausaure oder Schwefelwasserstoff, 
die Atmung von der Garung trennen kann. 


Ill. Girung in Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen, 

Bei ausreichender Versorgung mit Sauerstoff ist die Atmung der 
Backerhefe (in Volumina O,) etwa halb so groB, wie die anaerobe 
Garung (in Volumina CO,). Die Atmung wiirde also geniigen, um 
die Garung vollstandig zu hemmen. Im allgemeinen geschieht das 
nicht, sondern es bleibt unter aeroben Bedingungen ein kleiner Teil der 
Garung tbrig, die ,,aerobe“ Garung. 

Um Atmung und Girung in kohlenoxydhaltigem Gas zu unter- 
suchen, dienten GefaBpaare!) nach Abb.2. Tabelle II enthalt das 
Ergebnis von drei Versuchs- 


reihen. Die Girung steigt, 
wenn die Atmung sinkt. Doch 
reicht die Atmungshemmung 
nicht aus, um den Anstieg 
| 


der Garung zu erklaren, viel- 
mehr kommt eine Wirkung des 
Kohlenoxyds auf die Pasteur- 


sche Reaktion?) hinzu. Trotz 

unvollkommen gehemmter At- 0 

mung findet man bei héheren 

Kohlenoxyddrucken fast den R 


anaeroben Garungswert. 

















Zur Methodik. 


1. Bei Stoffwechselmessungen nach dem Prinzip der Abb. 2 arbeitet man 
mit gleichen Hefemengen oder mit gleichen Hefekonzentrationen. Korrekter ist 
die zweite Anordnung, da bei ihr etwaige Beeinflussungen des Stoffwechsels 
durch Endprodukte des Stoffwechsels keine Fehler bedingen. 2. Eine Fehler- 
quelle bei Hefeversuchen besteht darin, da8 man die Léslichkeit der Koblen- 
sdure in starken Phosphat]lésungen — die nicht bekannt ist — falsch schatzt 
und so mit falschen GefaéSkonstanten rechnet. Man tut deshalb gut, mit 
méglichst verdiinnten Phosphatlésungen zu arbeiten. 

Beide Punkte sind bei den bisherigen*) Anwendungen der Methode auf 
den Hefestoffwechsel nicht geniigend beriicksichtigt worden. Zu empfehlen 


1) Vel. O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924; Formeln in Protokoll 4. 
2) Derselbe, ebendaselbst 172, 432, 1926. 
3) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162. 43, 1925; EB. Negelein, ebendaselbst 
165, 203, 1925. 
31* 
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ist eine Kontrolle, in der man die anaerobe Gérung in zwei Geffen, die 
verschiedene Fliissigkeitsmengen enthalten, miBt. Beide GefiBe miissen 
die gleiche Garurg pro Milligramm Hefe ergeben. 


Tabelle Il. 


Atmung und Garung der Hefe in Kohleroxyd-Sauerstoff. 





‘ lo Hem: | Steiges | 
Atmung | Girung mung d. ioner ties Meyer- 


Vers " aay 
Nr. suchss Cae (z0,) | (*@) | Atmung Girung _, "°F 
zeit Quotient 
cmm | cmm Proz. Proz. 
79 Ng, 210, —76 (+33 1,56 
l 40’ 80 CO, 200, —58 +80 24 140 1,19 
(Protokoll 4) - Luft, 10—* n. HCN — + 151 
95 Ny, 5 O, —216 + 154 1,98 
2 20’ 75C0,50, — 73/4542) 66 | 250 | 065 
(Protokoll 5) Luft, 10—* n. HCN — + 58,0 
79 Ny, 21 O, — 51 + 30,5 1,48 
. - g0cd, 200, —388 +61 2% 100! LG 
; 95CO, 50, — 104 + 98 80 220 0,77 
| Luft, 10-* n. HCN _— + 106 


IV. Wirkung des Lichts. 


Bei einem Besuch in Dahlem erzahlte mir A. V. Hill von 
Arbeiten aus dem Cambridger physiologischen Institut, nach denen 
die Affinitét zwischen Kohlenoxyd und Haimoglobin abnimmt, wenn 
man belichtet. Auch andere Kohlenoxyd-Eisenverbindungen disso- 
ziieren, wie ich beim Studium der Literatur fand, im Licht. Die 
erste Arbeit iiber die Lichtempfindlichkeit von Kohlenoxyd-Eisen- 
verbindungen ist von Haldane und Smith!). Sie betrifft das Kohlen- 
oxyd-Haimoglobin und stammt aus dem Jahre 1896. Spiter (1907) 
teilten Dewar*) und Jones mit, daB8 Eisencarbonyl bei Belichtung 
Kohlenoxyd abspaltet, wobei sich die Reaktion abspielt 


2 Fe (CO); = Fe,(CO), + CO. 
Im Gegensatz zu Eisencarbonyl ist Nickelcarbonyl nach Dewar nicht 
lichtempfindlich. Manchot*) erwihnt 1912, daB die Verbindung 
Na, [Fe (CN), CO] 


im Sonnenlicht Kohlenoxyd entwickelt. 

Auf Grund der zitierten Arbeiten legte ich mir die Frage vor, 
ob nicht auch die Verbindung zwischen Atmungsferment nnd Kohlen- 
oxyd bei Belichtung dissoziiere. Dann miiBte die Atmungshemmung 


1) J. Haldane und Smith, Journ. Physiol. 20, 497, 1896. 
2) J. Dewar und Jones, Proc. Roy. Soc. (A) 76, 558, 1905; 79, 66, 1907. 
8) W. Manchot, Chem. Ber. 45, 2869, 1912. 
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bei Belichtung kleiner werden. Das ist nun in der Tat der Fall, und 
zwar in einem solchen MaBe, daB bei Belichtung die Atmungshemmung 
zum gréBeren Teil verschwindet. Indem man den Atmungstrog ab- 
wechselnd mit einer elektrischen Lampe belichtet und wieder ver- 
dunkelt, kann man beliebig oft Atmung entstehen und verschwinden 
lassen. 

Tabelle I11. 


20°. Pro GefaB 8 mg Backerhefe und 2cem m/20 KH,PO,, m/18 Glucose. 











95 Proz. No, 95 Proz. CO, 


5 Proz. O» 5 Proz. Og Ao—A 
(Ao) (A) Ag 
cmm O, emm O, Proz. 
10’ dunkel 17,4 5,7 1 69 
gue 15.4 45 | 
10’ hell 16,2 14,6 | 14 
_. « 16,0 13,2 | 
10’ dunkel 17,0 5,0 | 7 
~~ 16,0 4.5 ie 
10’ hell 14,0 12,5 | 14 
Ww . 15,0 12,5 | 
10’ dunkel 16,0 5,0 | 97 
w , 15,0 4,0 ». * 
usw. 


Tabelle Il] enthalt ein Versuchsbeispiel. Zur Belichtung diente 
eine 1,-Watt-Metallfadenlampe von 75 Watt Stromverbrauch, deren 
leuchtender Faden etwa 4 cm von dem Boden des Atmungstrogs entfernt 
war. Die Atmungshemmung im Dunkeln betrug rund 70 Proz. und 


sank bei Belichtung auf 14 Proz. 





60 
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ht 
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CTs he// adunke/ ha/! dunke 
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—s» 2 (verbrauchter Sauerstoff in cm) 


70 20 JO 0 50 60 10 50 % 
— >t (Minuten! 
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Abb. 3 ist eine graphische Darstellung desselben Versuchs. Die 
Neigung der Atmungskurve in Stickstoff-Sauerstoff ist nahezu un- 
abhangig von der Belichtung. Die Atmungskurve in Kohlenoxyd 
erleidet jedesmal bei Belichtung und Verdunkelung einen Knick, sie 
wird steiler bei Belichtung und flacher bei Verdunkelung. 

MiBt man nicht die Atmung, sondern die Girung in Kohlenoxyd, 
so hat man gleichfalls beim Belichten und Verdunkeln einen Knick 
der Kurve, jedoch in umgekehrter Richtung wie bei den Atmungs- 
versuchen. Hier ist die Kurve im Hellen flacher als im Dunkeln, weil 
bei Belichtung die Girung abnimmt. Man vergleiche die Abb. 4, aus 
der auBerdem hervorgeht, daB in kohlenoxydfreiem Gas weder die 
anaerobe noch die aerobe Giarung durch Belichtung merklich beein- 
fluBt wird. 





760 









x (cmm Garungskohlensadre) 








10 20 JO #0 50 60 
— >t (Minuten) 


Abb. 4. 


V. Einflu8 der Wellenlinge des Lichts. 


Um die im vorigen Abschnitt geschilderten Erschemungen naher 
zu untersuchen, isolierte ich folgende Spektralbezirke?): 


Bleu Se eas Si ea a 436 FF) aus der Strahlung der Quecksilberdampf- 

Game. cs 5 Ome lampe 

eae ; 

Rot .. . . . 700 bis 750 yp aus der Strahlung einer Metallfaden- 
lampe. 


1) Vgl. beziiglich der in diesem Abschnitt befolgten Methoden, Zeitschr. 
f. physik. Chem. 106, 191, 1923. 
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Wegen der auBerordentlich schwachen Absorption dieser Wellenlaingen 
durch Hefe war es nicht méglich, die Absorption des Lichtes zu 
messen und sie mit der photochemischen Wirkung zu vergleichen. 
Immerhin aber konnte festgestellt werden, welche der genannten 
Spektralbezirke photochemisch wirken, und ferner, wie sich die GréBen 
der photochemischen Wirkungen verhalten, wenn man Hefezellen in 
verschiedenfarbiges Licht gleicher Intensitat bringt. 

Die Messung der Strahlungsintensitat geschah bolometrisch nach 
E. Warburg. Die Intensitaiten wurden so ausgeglichen, daB sie in allen 
Spektralbezirken rund 7 . 10~§ cal/qem . sec be- 
trugen. Da die diimnen Hefesuspensionen nur St 
einen kleinen Bruchteil der eingestrahlten Energie — 
absorbierten, so befanden sich alle Hefezellen im 
VersuchsgefiB unter der Wirkung der an der 

“I 


Eintrittsstelle gemessenen Lichtintensitat. Im 
Vergleich zu der Intensitét der Sonnenstrahlung 


























auf der Erdoberflache (~ 10~? cal/qem . sec) war \ : _# , 
diese Intensitaét klein. 7 

Zur Messung der photochemischen Wirkung dda a 
standen zwei Wege offen: Messung der Atmungs- 
zunahme oder der Garungsabnahme. Ich wihlte 
den zweiten Weg, bestimmte also in Kohlenoxyd- " 
Sauerstoff die Abnahme der Garung unter dem 
EinfluB der Bestrahlung. In den Versuchstrog rs 
des Differentialmanometers (Abb. 5) fiillte ich 
5ccm Hefesuspension ein (20 mg Backerhefe, Pik J 
Frischgewicht, in m/20 KH, PO,, m/18 Glucose), 6 

UI 





in den Kontrolltrog die gleiche Menge ‘der gleichen 
aber hefefreien Lésung. 

Der Rauminhalt der GefiBe war grob 
gegen das Volumen der eingefiillten Fliissigkeit 
(v, 48,5ccm, vp, 5cem), so daB die GefaB- 
konstanten fiir Sauerstoff (Ko,) und fiir Kohlensiure (Keo,) nahezu 
gleich waren. Die Atmung machte sich also manometrisch kaum') 
geltend und die Giarungskohlensiure zg war nahezu proportional dem 
entwickelten Druck H 


Abb. 5 


= H Keo, 
Zo, 
') Denn es ist der durch die Atmung erzeugte Druck gleich — K : 
Oo 
z, 2 
+ a . falls der respiratorische Quotient 1 ist. Vgl. dazu O. Warburg, 
0. 


diese Zeitschr. 172, 440, 1926. 








480 


O. Warburg: 


Tabelle 1V. 
95 Proz. CO, 5 Proz. Q,. 








20°. 20 mg Backerhefe (Frischgewicht) in 5 cemm/20 KH, PO,,m/18 Glucose 
Gasraum 48,5 ccm. 
Intensitat Druckanderung P 
cal. Z om hotochemische 
Wellenlange | gem x ——— Leit eh a Wirkung 
— —_— 5’ dunkel + 11,1 » 
: 5’ hell + 55 ; : 
436 pps 7,2 x 10- 5’ L 43 > 11,6—4,3 
(blau) a ” ’ - 7,3mm 
, . +42 
5’ dunkel + 10.0 
a bin sya +12) 
546 wu 14x 10-5 5 hell + 10,1 11,9—9.4 
(griin) tots ae +94 » = 25mm 
5’ dunkel +111 
5’ . + 11,7 x 
578 uu _ 5’ hell +92 11.3—8.5 
(gelb) | 77x 10 er + 85 > 2.8mm 
5’ dunkel + 10,6 
a 5’ » 10,9 > 
Tabelle V. 
95 Proz. CO, 5 Proz. QO,. 
20°. 20mg Backerhefe in 5ccm m/20 KH,PO,, m/18 Glucose. Gasraum 
48,5 ccm. 
é ———— ——_———__ — 
2 Intensitat | Druckanderung 
cal Zei > Sm Photochemische 
Wellenlange | = ee cit | _@apenbene Wirkung 
] | 
| 
— — 5’ dunkel + 126 x 
700—750 uu 5’ hell | #327 : 
~ | wee : " 
(rot) ne _ sae + 12,8 x keine 
5’ dunkel | + 13,0 
— _ 5’ - + 12,6 x 
5’ ¥ + 126 
Gian | inka 5° hell +67 12,2—5.4 
(blau) i) a + 5.4 » == GS 
tr 5’ dunkel + 10,6 
5’ + 11,8 x 
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Die Sperrfliissigkeit des Differentialmanometers war Capron- 
saure. Die Druckanderungen wurden von 5 zu 5 Minuten mit einem 
Katethometermikroskop abgelesen. Es schien, als ob die Wirkung 
der Bestrahlung und Verdunkelung immer erst nach einer ge- 
wissen Induktionszeit einsetzte, von der ich nicht sagen kann, 
ob sie durch innere oder déuBere Ursachen bedingt war. Wie 
dem auch sei, bei der Berechnung lieB ich die ersten 5 Minuten 
nach Verdunkelung oder Bestrahlung heraus und berechnete die 
photochemische Wirkung aus den folgenden, in den Tabellen mit 
einem Kreuz versehenen Perioden. Jeder Bestrahlungsversuch 
war von zwei Dunkelversuchen eingerahmt, deren Mittel die ,,Dunkel- 
girung“ ergab. 

Die Tabellen 1V und V enthalten je eine Versuchsreihe. Im lang- 
welligen Rot, zwischen 700 und 750 yu, war eine photochemische 
Wirkung nicht nachweisbar. Im Gelb, Griin und Blau war eine Wirkung 
vorhanden, und zwar im Blau eine 2'- bis 3mal gréBere als im Gelb 
und im Griin. 

Die Versuche beweisen, daB das Atmungsferment — in seiner 
Verbindung mit Kohlenoxyd — Blau, Griin und Gelb absorbiert, 
daB also die Atmungsferment-Kohlenoxydverbindung ein Farbstoff 
ist. Nehmen wir an, daB die spezifischen photochemischen Wir- 
kungen nicht verschiedener sind als nach der Quantentheorie zu er- 
warten, so folgt weiterhin aus den Versuchen der Tabellen IV 
und V, daB der Farbstoff im Blau starker absorbiert als im Griin 
und im Gelb. 


Neben der relativen photochemischen Wirkung ist ihre ab- 
solute GréBe von Interesse. Multiplizieren wir die Lichtinvensitat, 
die an der Eintrittsstelle in den Géarungstrog herrscht, mit der 
bestrahiten Flache (17qem) und der Versuchszeit (300 Sekunden), 
so erhalten wir die gesamte in der Versuchszeit in den Trog 
eingestrahlte Energie in Kalorien. Multiplizieren wir ferner die 
manometrischen Lichtwirkungen mit der GefaBkonstante fiir Kohlen- 
siure (Keo,), so erhalten wir die durch Bestrahlung bewirkte 
Garungshemmung in Kubikmillimetern Garungskohlensiure. Divi- 
dieren wir die Kubikmillimeter CO, durch die eingestrahlten 
Kalorien, so erhalten wir die Giarungshemmung pro Kalorie ein- 
gestrahiter Lichtenergie. 


Tabelle VI enthalt das Ergebnis dieser Rechnung, die fiir Blau eine 
Garungshemmung von 89 cmm Kohlenséure pro Kalorie eingestrahlten 
Lichtes ergibt. Wire die eingestrahlte Energie von den Hefezellen 
vollstandig absorbiert worden, so hatte, wie man leicht berechnen 
kann, jedes absorbierte Lichtquantum 1% Molekiil Garungskohlensaure 
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zum Verschwinden gebracht (oder am Entstehen verhindert). Da 
jedoch die Hefesuspension nur einen sehr kleinen Teil der eingestrahlten 
Energie absorbierte, so folgt, daB jedes absorbierte Quantum des 
blauen Lichtes sehr viele Molekiile Garungskohlensiure zum Ver- 
schwinden bringt (oder am Entstehen verhindert). Wir haben also 
hier keine einfache Beziehung zwischen absorbierten Quanten 
und Stoffumsatz. Eine solche ist auch nicht zu erwarten, da das 
Licht auf den Stoffumsatz wirkt, indem es ein  inaktiviertes 
Ferment reaktiviert. 


Tabelle VI. 
Kco, = 4,53 (qmm). 





In 5’ in den Garungs- 


Wellenlange trog — In ba sg FB wee ya 5’ ome 
uu cal. mm cmm CO, 
436 0,37 7,3 33 89 
546 0,378 2.5 11,4 30 
578 0,394 2.8 12,7 32 
700—750 0,38 0 0 0 


VI. Ergebnisse. 
1. Das Atmungsferment der Hefe verbindet sich mit Kohlenoxyd. 


2. Bei Gegenwart von Kohlenoxyd und Sauerstoff verteilt sich 
das Atmungsferment zwischen beiden Gasen. Deshalb hemmt ein 
bestimmter Kohlenoxyddruck die Atmung um so starker, je niedriger 
der Sauerstoffdruck ist. . 


3. Die Verbindung des Atmungsferments mit Kohlenoxyd disso- 
ziiert bei Belichtung, wie andere Kohlenoxyd-Eisenverbindungen. 


4. Das Atmungsferment in seiner Verbindung mit Kohlen- 
oxyd ist ein Farbstoff. Es absorbiert die Wellenlingen 436, 
546 und 578 uu, und zwar wahrscheinlich 436 uu starker als 546 
und 578 up. 


5. Da die Kohlenoxyd-Metallverbindungen Molekiilverbindungen 
sind, so ist anzunehmen, daB auch die Bindung des Sauer- 
stoffs an das Metall des Atmungsferments primar durch Neben- 
valenzen erfolgt. Ob sich dann weiterhin bei der Tatigkeit des 
Atmungsferments die Hauptvalenz des Metalls andert oder nicht, 
bleibt zunachst unentschieden. 
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VIL. Protokolle. 


Protokoll 1, 
Der Versuch zeigt, daB die-Atmung der Hefe durch CO gehemmt wird und 
daB die Hemmungen reversibel sind. 20°. Je 8 mg Backerhefe (Frischgewicht ) 
:2cem m/20 KH,PO,, m/18 Glucose. Im Einsatz KOH. 





Volumina inecem... vp2A4 0,155 0,24 0,143 v.24 0,13,7 v.24 0,13,5 
GefaSkonstanten inqmm ko, 1,45 ko, 1,34 ko, 1.29 ko, 1,27 


Gasmisch. in Vol.-Proz. 79,1 N, 80,1 CO 89,9 N, 88.6 CO 


(Gesamtdr. 751 mm Hg) 20,9 O, 19,9 Og 10,1 O, 114 O, 
Sauerstoffverbrauch mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
nach 30°... .. . | —40,5 58,8|— 205 395 —445 57,2 —185 23,5 
. 60 ..... . | —805 117 —57,0 76,5 —905 116 |—36,0 45,7 

v ¥ ¥ ¥ 

Gasmisch. in Vol.-Proz. 79,1 N, 79,1 N, 89.9 N, 89.9 N, 

20:9 O, 20.9 O, 10,1 O, 10,1 O, 
Sauerstoffverbrauch mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
nach 30’ ...... |\—37,5 54 |—42 56 —45 58 —45 57 


Daravus folgt: 
Hemmung der Atmung durch 80,1 Proz. CO, 19,9 Proz. O,: 
117—765 


iid 


34,6 Proz. 


Hemmung der Atmung durch 88,6 Proz. CO, 11,4 Proz. O,: 
116—45,7 


- 60,5 Proz. 
116 


Nach Entfernung des Kohlenoxyds war die Hemmung der Atmung 
verschwunden, wie die letzte HorizontzJspalte zeigt. 


Protokoll 2. 
Der Versuch zeigt, da8 — bei ungefahr gleichen CO-Drucken —die Atmungs- 
hemmung um so gréBer ist, je niedriger der Sauerstoffdruck. 37,5°. Je 
4mg Biackerhefe (Frischgewicht) in 2cem m/20 KH,P0O,, m/18 Glucose, 
Im Einsatz KOH. 





Volumina in ccm. . . |v,2,4 0, 15,5), 2,4 14,3 0,240, 13,7 v2.4 02135 
GefaéSkonstant. in gmm ko 1,38 | ko 127 | ko 1,22 = ko, 1,20 
2 2 2 2 


Gasmisch. in Vol.-Proz. 79,1 Ny 76,8 CO 95,7 Ny 74,7 CO 


(Barometerst.751mmHg) 20,9 O, 23,2 O, 4,3 O, 5,3 O, 
: 20,0 Ny _ 
Sauerstoffverbrauch mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
mach © ......i/—37 51 |—27,5 349)—36 44 |—10 12,0 


mach 40’... ... (> —72 995, —51,5 65,2|'—70 85,2|— 165 19,8 
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Daraus folgt: 
Hemmung der Atmung durch 76,8 Proz. CO, 23,2 Proz. O,: 


99,5—65,2 
99,5 


34 Proz. 


Hemmung der Atmung durch 74,7 Proz. CO, 5,3 Proz. O,: 


85,2—19,8 
~ = 77 Proz. 
85,2 
Protokoll 3. 


Der Versuch zeigt, daB CO —selbst bei den niedrigsten O,-Drucken, die man 
erreichen kann — die Gaérung der Hefe nicht hemmt. 20°. Je 7 mg Backer- 
hefe in 2cem m/20 KH,PQ,, m/18 Glucose. Im Einsatz gelber Phosphor. 





Volumina incem........... | p23 v,138 0,23 vg 144 


G 
GefaSkonstanten ff eer ee Keo, 1,48 Keo, 1,54 
Gasraum . ES we 100V ol.- Proz. N, 100 Vol.-Proz.CO 
Nachdem 30’ lang mit Phosphor zur Ent- mm cmm mm cmm 
fernung von O, geschiittelt worden war, 
begann die Garungsmessung ... . + 64 95 + 61 94 


Die Garungen in Stickstoff und in Kohlenoxyd waren also — innerhalb 
der Grenzen der MeBfehler — gleich. 


Protokoll 4. 


Atmung und Garung der Hefe in Kohlenoxyd-Sauerstoff. 


' 
Forme!n. 
HK., —hko 
(Og m cmm):%, = — Or ; CO; 
: Keo, *co, 
me" 
H Ko. —hko 
(Atmungs- + Garungs-CO, inemm):z,=> .,.—? ; : 
a 


Keo, ‘co, 
(Gérungs-C O, aerob): 2, = r+ “0, 
(Gaérungs-C O,, anaerob): 2, = hko 0, 


wo saimtliche z-Werte auf gleiche Zeiten zu beziehen sind. 
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Wirkung des Kohlenoxyds auf den Stoffwechsel der Hefe. 
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